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1. LITERARNI PREHLED

1.1. EPIDEMIOLOGIE, DIGNOSTIKA A TERAPIE ZHOUBNYCH
NADORU

Z hlediska incidence piredstavuji nadorovd onemocnéni celosvétové vyznamny
epidemiologicky problém. Pocet novych piipadii za rok ma dlouhodobé stoupajici
tendenci; v roce 2008 bylo zjisténo 12,7 miliond novych piipadii nddorovych onemocnéni
(Ferlay J. et al., 2010), v roce 2012 vzrostl po€et novych piipadli na 14,1 miliont (Ferlay J.
et al., 2015) a podle odhadt se tento pocet zvysi v roce 2030 na 20,3 milioni nove
diagnostikovanych zhoubnych nadort (Bray F. et al., 2012). Stoupajici tendenci ma také
pocet umrti spojenych s nddorovymi onemocnénimi (Bray F. et al., 2012; Ferlay J. et al.,
2010; Ferlay J. et al., 2015).

Celosvétove nejvyssi incidenci u muzi dlouhodobé vykazuji nadory plic. U Zen jsou vSak
na prvnim misté¢ nadory prsu nasledované kolorektdlnimi nadory a nadory plic. Téméf
totozné udaje se tykaji 1 poctu umrti souvisejicich s nddorovymi onemocnénimi (Ferlay J.
et al., 2015). V Ceské republice maji u muzii nejvyssi incidenci nadory prostaty, aviak u
Zen jsou na prvnim misté opet nadory prsu (Www.uzis.cz).

Spolu s nadory prsu patii mezi celosvétoveé nejrozsitenéjSi nadorova onemocnéni také
gynekologické zhoubné nadory. V zenské populaci zaujimaji karcinom prsu, délozniho
hrdla, t€la délohy a vajecniki, spolu s kolorektalnim karcinomem, nadory Zaludku a plic,
prvnich sedm pficek v poctu novych pfipadi za rok 2012. Celkové tvoii 41,5 % vSech
ptipadii a 28,6 % vSech umrti souvisejicich s nddorovymi onemocnénimi. Vysoky je také
podil umrti na gynekologické nadory vzhledem k celkovému poctu pacientek; nejvyssi
podil pacientek, které na dané onemocnéni zemiou, vykazuji karcinom délozniho hrdla a
karcinom vajecnikti (Ferlay J. et al., 2015; obr. 1, s. 9).

Péce o onkologické pacienty zahrnuje prevenci, diagnostiku a terapii. V soucasné dob¢ se
vSak klade stale vétsi dlraz také na prognézu onemocnéni. Biologické markery, které by
umoznily ur€it pacientovu prognoézu ¢i sledovat pribéh onemocnéni, jsou dulezitym
nastrojem prevence progrese onemocnéni (sekundarni a tercidrni prevence) a vzniku
metastdz. Predstavuji vyznamny posun smérem k individualizaci a zkvalitnéni 1é€by a jsou

proto pfedmétem vyzkumu (Jancarkova N. et al., 2006).
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Obr. 1: Procentualni zastoupeni (A) nov¢ diagnostikovanych karcinomi prsu a
gynekologickych nadort a (B) poctu tumrti souvisejicich s karcinomem prsu
a gynekologickymi nadory vzhledem k celkovému poctu piipadd v Zzenské populaci v roce
2012. (C) Podil poctu tmrti a novych piipadt jednotlivych typt zhoubnych nadord Zen
(podle Ferlay J. et al., 2015).

1.1.1. Zhoubné nadory vaje¢niki

1.1.1.1. Epidemiologie a rizikové faktory ndadorit vajecnikii

Zhoubné nadory vajecniki postihuji roéné vice nez 200 000 Zen. Jedna se o sedmé
nejcastéjs$i nddorové onemocnéni a zaroven osmou nejcastéjsi pri¢inu umrti v souvislosti
s nadorovymi onemocnénimi v Zenské populaci. Incidence nadort vajec¢nikl je nejvyssi ve
vyspélych zemich, kde ma také nejvyssi podil mortality a incidence mezi vSemi
gynekologickymi nadory (Ferlay J. ef al., 2015).

Vzhledem k tomu, Ze ovaridlni nadory nevykazuji specifické symptomy a zatim nebyla
vyvinuta spolehliva screeningova metoda pro detekci ¢asnych stadii tohoto onemocnéni,
zhoubné nadory vajecnikil jsou vétSinou diagnostikovany v pozdnich stadiich; v roce 2017
tvofila v Ceské republice stadia Il a IV (viz kap. 1.1.1.2., s. 12) 59,2 % piipadd

(www.svod.cz). Celkové preziti pacientek se zhoubnymi nddory vajecnikli je proto pouze



cca 30 % (Yeung T.L. et al., 2015) a pétileté pfeiiti je 44 % v pﬁpadé vSech stadii
ptezivajicich pét let; u stadia IV je to jiz pouze 7 % (Cibula D. et Petruzelka L., 2009).

V poslednich letech byl zaznamenan pokles incidence nadorti vajecnikti (obr. 2), ktery
souvisi s diagndzou pacientek v CasnéjSich stadiich onemocnéni a nejcastéji je pfisuzovan
uzivani hormondlni antikoncepce (Lowe K.A. et al., 2013). Ukazuje se, ze ¢im je doba
uzivani hormonalni antikoncepce delsi, tim delsi a vyraznéjsi je také jeji protektivni efekt
(Tsilidis K.K. et al., 2011; Tworoger S.S. et al., 2007). Umrtnost je viak i piesto stale
velmi vysokd; v Ceské republice je karcinom vajeénikii pFi¢inou piiblizné 700 imrti roéné
a preziti se zlepSuje pouze minimalné (Cibula D. et Petruzelka L., 2009). Je proto potieba

zamétit se na nové metody screeningu a diagnostiky casnych stadii onemocnéni a na

zvySeni ucinnosti 1é¢by (Lowe K.A. et al., 2013).
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Obr. 2: Vékovée standardizovana incidence a mortalita na zhoubné nadory vajecnikl u zen
v Ceské republice v letech 1977 — 2017 (www.svod.cz).

Kromé hormonalni antikoncepce byl v rozsahlé studii ukazan také protektivni efekt dalSich
antikoncepcnich metod, zejména podvazani vejcovodli a zavedené nitrod€lozni télisko
(Ness R.B. et al., 2011), 1 kdyZ pfedchozi studie naznaCovala spiSe zvySeni rizika vzniku
nadorl vaje¢nikl u Zen, které pouZzivaly nitrodé€lozni télisko (Tworoger S.S. et al., 2007).

Déle ma na riziko vzniku karcinomu vaje¢niki pozitivni vliv také kojeni ¢i vyssi pocet
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poroda (Faber M.T. et al., 2013; Tsilidis K.K. et al., 2011). Obecné je pfijimana teorie, Ze
nadory vajeénikd vznikaji v disledku poskozeni, ke kterému dochédzi pti ovulaci a
nasledn¢ proliferaci bunc¢k ovaridlniho epitelu (Preston-Martin S. et al, 1990).
Mechanismus ochrany tedy pravdépodobné spociva v regulaci poctu ovulaci (Faber M.T.
etal., 2013).

Riziko vzniku nédort vajecnikd se naopak zvySuje u Zen, které jsou neplodné (Tworoger
S.S. et al., 2007) a v nedavné rozsahlé studii bylo potvrzeno také signifikantné vyssi riziko
u zen, které v pribéhu menopauzy uzivaly hormonalni terapii, v porovnani s zenami, které
hormondlni terapii nikdy neuzivaly. Riziko bylo tim vyssi, ¢im delsi byla celkova doba
uzivani (Lacey J.V. et al, 2002). Dale bylo vyssi riziko zjisténo u pacientek
s endometriézou, avSak tento vliv je mozné Caste¢né¢ kompenzovat uzivanim hormondlni
antikoncepce (Modugno F. et al., 2004). Koufeni, které je povazovéno za rizikovy faktor
fady civiliza¢nich onemocnéni, ma rovnéz na rozvoj nadora vajecnikt vliv; zvysené riziko
bylo pozorovano u mucindzniho typu, u seré6zniho a endometroidniho typu vsak ne (Faber
M.T. et al., 2013).

Vyraznym vrozenym rizikovym faktorem vzniku nadord vajec¢nikl je mutace v tumor-
supresorovych genech BRCAI a BRCA2 (z angl. breast cancer 1, resp. 2), ktera se
uplatituje u hereditarniho typu nadorti vajecnikii a prsu. Nosi¢i mutace v genu BRCA I maji
vyrazné vyssi riziko vzniku nadord prsu a vajecnikil, zvySené riziko bylo zjisténo také u
kolorektalniho karcinomu nebo karcinomu prostaty (Ford D. ef al., 1994). U pacientek s
karcinomem ovarii, které jsou zaroven nosickami mutace genu BRCAI, byl prokazan
nastup onemocnéni o 10 let diive nez u kontrolni skupiny pacientek (Rubin S.C. ef al.,
1996). Riziko vzniku karcinomu ovaria je vyrazné vyssi u pacientek s primarnim nadorem
prsu a s nékterym z téchto dvou onemocnéni v rodinné anamnéze, vyrazné se zvysuje také
u pacientek, kterym byl nador prsu diagnostikovan pied 40. rokem véku (Bergfeldt K. et
al., 2002). Takovym pacientkdm je proto indikovdna muta¢ni analyza gent BRCAI/2
(Bartonikova H. et al., 2003) a z divodu prevence sekundarniho nddorového onemocnéni je
pacientkdm s nadorem prsu a zjiSténou mutaci genit BRCA1/2 doporu¢ovéana ovarektomie

(Metcalfe K.A. et al., 2005).
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1.1.1.2. Diagnostika a klasifikace nadorii vajecnikii

Nadory vajecnikil nevykazuji specifické symptomy a doposud nebyla vyvinuta spolehliva
screeningova metoda pro vcéasny zachyt tohoto onemocnéni. Pfi podezieni na nador
vajecnikl by pacientka méla byt vySetfena v onkogynekologickém centru; zakladnimi
vysetiovacimi metodami jsou skiagram hrudniku a ultrazvukové vysSetieni, které umoziuje
rozliSeni hrani¢nich (border line), benignich a malignich tumora. Je-li potfeba, vySetieni
muze byt doplnéno dal§imi zobrazovacimi technikami — pocitacovou tomografii (CT) nebo
magnetickou rezonanci (MR). Nedilnou soucasti zdkladniho vySetfeni je také stanoveni
sérového markeru CA-125 (z angl. cancer antigen 125; Cibula D. et Petruzelka L., 2009).
Glykoprotein CA-125 je v ptipadé nadori vajecnikll nejcasteji pouzivanym diagnostickym
markerem, avSak sledovani jeho hladiny bylo pivodné vyvinuto pro monitorovani stavu
pacientek s jiz diagnostikovanymi nadory (Kobayashi E. et al., 2012). Jeho koncentrace
v séru je totiz zvySena nejen u zhoubnych nadorti vajecnikl, ale také u benignich
ovarialnich 1ézi a nadorti jinych Zzenskych organt (O’Connell G.J. et al., 1987).
Spolehlivéji proto miize CA-125 predikovat relaps onemocnéni (Rustin G.J.S. ef al., 1996).
V nedéavno publikované studii bylo ukazano, ze hladina CA-125 v dob¢ diagndzy miize byt
ovlivnéna tadou faktorti, napt. vékem a rasou pacientky, obezitou €i pfitomnosti nadort
prsu nebo vaje¢nikll v rodinné anamnéze. Vliv téchto faktori by proto mél byt zohlednén
pii stanovovani koncentrace CA-125 v séru zen s podezienim na nador vajecnikti (Babic
A.etal.,2017).

Kromé& CA-125 byla zvySena koncentrace v séru zjisténa také u proteinu HE4 (z angl.
human epididymis secretory protein 4). Podle Ferraro S. ef al. (2013) je HE4 specifictéjSim
markerem pro stanoveni ovaridlniho karcinomu nez CA-125, poskytuje navic specificté;si
rozlieni malignich a benignich 1ézi (Hellstrém 1. et al., 2003). Rada studii ukazala, Ze
stanoveni obou dvou proteini, CA-125 a HE4, zaroven zvys§i spravnost detekce
ovarialniho karcinomu (Huhtinen K. et al, 2009; Azzam A.Z. et al., 2013). Podle
doporuceni z roku 2016 by proto HE4 mél byt pouzivan bud’ samostatné nebo v kombinaci
s dalSimi diagnostickymi metodami pro detekci ovarialnich nadora, CA-125 by m¢l byt
pouzivan predevsim pro sledovani odpovedi na chemoterapii (S6létormos G. et al., 2016).
Dilezitou soucasti charakterizace ovaridlnich nadort je stanoveni histologického typu.
Podle piivodu jsou nadory vajecnikil rozliSovany na nadory neepitelové a epitelové; v obou
piipadech se jedna o velmi heterogenni skupinu. Mezi naddory neepitelového ptivodu patii

nadory ze zarode¢nych bun€k, gonadostromalni nadory a fada dalSich. V dospé€lé populaci
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tvoii neepitelové nadory pouze malou ¢ast ze zhoubnych tumort vajecnikl, u déti a
mladych zen jsou castéjsi (Cibula D. et Petruzelka L., 2009; Colombo N. ef al., 2012). V
nedavné studii bylo zjisténo, Ze signifikantné vyssi riziko vzniku neepitelového ovarialniho
nadoru maji zeny narozené pied 37. tydnem téhotenstvi, vliv véku matky pti porodu vsak
prokazan nebyl (Sieh W. et al., 2014).

Epitelové nadory jsou mezi nadory vajeCnikii nejcastéjs$i, zarovenl jsou nejcastéji
diagnostikovany zenam po menopauze. Radi se mezi né benigni, maligni i tzv. border line
nadory. Border line naddory jsou oznacovany jako nddory s hrani¢ni malignitou. Jedna se o
neinvazivni tumory, jejichz prognoza je ve srovnani s invazivnimi karcinomy vyrazné¢ lepsi
(Cibula D. et Petruzelka L., 2009). Peziti pacientek s vys$imi stadii border line ovaridlnich
nadord je horsi nez v bézné populaci (Hannibal C.G. et al., 2014), avsak 1 tak je progndza
ptizniva a zakroky zachovavajici moznost pacientky v budoucnu otéhotnét nenesou vyssi
riziko relapsu (Helpman L. et al., 2015). Mezi faktory zvysujici riziko vzniku border line
nadoru zejména serdzniho typu patii zanétlivé onemocnéni v panevni oblasti. Vliv zanétu
na riziko vzniku karcinomu vaje€nikli prekvapivé zjist€n nebyl (Rasmussen C.B. et al.,
2017). Naopak endometriéza, ktera zvySuje riziko vzniku nékterych typl karcinomu
vajecnik, riziko vzniku border line nadorti nezvysuje (Pearce C.L. et al., 2012).
Karcinomy vajecnikli (EOC, z angl. epithelial ovarian cancer) tvoii 80 — 90 % ze
zhoubnych ovarialnich nadori; v predkladané praci proto byly pfedmétem studia. EOC se
dale dé€li na nadory ser6zni, mucindzni, endometroidni, svétlobunécné, nediferencované a
dalsi, které se liSi svymi histologickymi charakteristikami a rizikovymi faktory. Rozdilna
je 1 progndza pacientek s jednotlivymi typy karcinomi; zhorSuje se v fadé mucindzni,
endometroidni, serdzni, svétlobunéény a nediferencovany karcinom (Cibula D. et
Petruzelka L., 2009). Vlbec nejcastéjSim typem je pak tzv. high-grade serdzni karcinom
(HGSC, tedy ser6zni karcinom se stupném diferenciace nddorovych bun¢k 2/3), ktery tvofi
piiblizné 70 % ze vSech piipadit EOC. HGSC jsou charakterizovany vysokou proliferaci a
inaktivaci proteini p53 (kodovadn genem 7P53) a BRCAIL. Ackoliv je primarni nador
vétSinou senzitivni vi¢i podané chemoterapii, ¢asto dochazi k relapsu onemocnéni a
rozvoji chemorezistence, coz zhorSuje progndzu pacientek (Prat J., 2012).

V ptipad¢ malignich nadorta vajecnikti epitelového i neepitelového piivodu 1 border line
nadori nasleduje stanoveni klinického stddia onemocnéni, tzv. staging, ktery je kli¢ovy pro
zvoleni vhodného 1écebného postupu. Podle mezinarodniho doporuceni FIGO (Federation

of International Gynaecologists and Obstetricians) je stanoven rozsah onemocnéni, tzn. je
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uréen stage a TNM kategorie nddoru (tab. 1). TNM Kklasifikace zahrnuje velikost
primarniho nadoru (T), rozsah postizeni lymfatickych uzlin (N) a pfitomnost vzdalenych
metastaz (M; Cibula D. et Petruzelka L., 2009). Krom¢ téchto charakteristik je uren také

grade nadoru (1 — 3), ktery odpovida stupni diferenciace nadorovych bun¢k.

Tab. 1: Souhrn TNM a FIGO klasifikaci zhoubnych nadort ovaria (Cibula D. et
Petruzelka L., 2009).

s T £ s
| T1 | postizeni ovaria/ovarif 1
T1a | postizeni jednoho ovaria, pouzdro intakt- | 1A
ni, bez nadoru na povrchu ovaria, negati-
7777777777777777777777 vita ascitu nebo lavaze
T1b |postizeni obou ovarii, dale jako T1a IB
T1c | postizeni jednoho nebo obou ovarii + IC
ruptura pouzdra / nador na povrchu, po-
zitivita ascitu nebo lavaze B
T2 Sifeni nadoru v panvi i
T2a | §ifeni na délohu/tubu, negativita ascitu ItA
nebo lavaze '
T2b | 8ifeni na jiné panevni tkané, negativita B
| ascitu nebo lavaze

‘T2c |Sifeni na délohu/tubufjiné panevni tkang, |1IC
pozitivita ascitu nebo lavaze

| T3 peritonealni metastazy mimo panev I

T3a | mikroskopické peritoneaini metastazy 1A
mimo panev ] -

T3b | makroskopické metastazy mimo panev | lliB
<2cm - _

T3c | makroskopické metastazy mimo panev | IIIC
>2cm

T4 vzdalené metastazy IV

; N1 postiZzeni panevnich a/nebo paraaortal- | lC

‘ nich lymfatickych uzlin l

M1 |vzdalené metastzy IV |

1.1.1.3. Terapie nadornu vajecniki

Lécebny postup je u naddort vajecnikii volen podle rozsahu onemocnéni, ktery je stanoven
na zéklad¢é pfedoperacnich vySetfeni a biopsie. Je-li nador operabilni, primarni 1écbou je
chirurgické odstranéni nddoru, které je ve vétSiné piipadi nasledovano chemoterapii
(nejcastéji je podana karboplatina v kombinaci s paklitaxelem). U vyssich stadii je vSak
nejprve indikovdna neoadjuvantni chemoterapie (nejcastéj$i je opét kombinace
karboplatiny a paklitaxelu) nasledovana operaci. Dal$i postup je volen podle uspéSnosti

primarni terapie a podle stavu pacientky (www.onkogynekologie.com).
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Karboplatina, podobné jako cisplatina a dalsi platinova 1éciva, vytvari kovalentni adukty
s DNA cilovych bunék a blokuje proliferaci, coz vede k apoptdze (napt. v Dasari S. et
Tchounwou P.B., 2014). Oproti tomu paklitaxel piisobi jako tzv. mitoticky jed. Vazbou na
tubulin zabranuje depolymerizaci mikrotubulti na volny tubulin a inhibuje tak mitézu
cilovych bun¢k (Dumontet C. ef Jordan M.A., 2010). Kromé¢ toho také v buiikach indukuje
apoptézu (Ofir R. et al., 2002). NejvétsSimi problémy protinddorové terapie zalozené na
karboplatin€ a paklitaxelu je jejich toxicita vici zdravym tkanim a chemorezistence, ktera
snizuje ucinnost 1écby (Dumontet C. et Jordan M.A., 2010; Kelland L., 2007).
Terapeuticky postup doporuceny piednimi odborniky v oblasti onkogynekologie vychazi
ze soucasnych poznatkli zalozenych na odbornych studiich. Bylo ukdzano, ze Uc¢inek
chemoterapie zaloZzené na paklitaxelu a platinovém derivatu je signifikantné lepsi nez
chemoterapie obsahujici paklitaxel a cyklofosfamid (Piccart M.J. ef al., 2000). Z porovnéani
kombinace cisplatiny nebo karboplatiny s paklitaxelem pak vyplyva, ze ucinek téchto
terapeutickych reziml je srovnatelny, avSak karboplatina je 1épe tolerovana a zlepSuje
kvalitu zivota pacientek (du Bois A. ef al., 2003). Kombinace karboplatiny a paklitaxelu je
tedy dnes indikovana jako standard v 1é€bé ovarialniho karcinomu. Burger R.A. et al.
(2011) ukazali, Ze ptridavek bevacizumabu ke standardnimu chemoterapeutickému rezimu
prodluzuje dobu do progrese onemocnéni, neprodluzuje vSak celkovou dobu preziti. Stejné
tak pfidavek gemcitabinu, topotekanu nebo doxorubicinu nemé na celkovou dobu pieZiti
vliv (Bookman M.A. et al., 2009). Tyto latky jsou proto vyuZivany spiSe pii 1é¢b¢ recidivy.
Po ukondeni primarni terapie jsou pacientky s nadory vaje¢niki déle sledovany. V Ceské
republice probihaji kontroly nejprve kazdé 3 mésice prvni 3 roky, poté kazdych 6 mésict
dalsi dva roky a nasledné jedenkrat rocné€. Kontroly zahrnuji komplexni gynekologické
vySetieni a stanoveni koncentrace markeru CA-125. V pfipad¢ obtizi je indikovano
ultrazvukové nebo jiné vysetieni (Cibula D. ef Petruzelka L., 2009).

U vétSiny pacientek diagnostikovanych v pokrocilém stadiu dojde po primarni terapii
k recidivé onemocnéni (Jayson G.C. et al., 2014). Jestlize k progresi nebo navratu
onemocnéni dojde po vice nez Sesti mésicich po ukonceni primarni chemoterapie, nador je
hodnocen jako chemosenzitivni. V piipad¢ pacientek snadorem senzitivnim vici
platinovym lé¢ivim je doporu¢eno podat jako sekundarni chemoterapii opét kombinaci
karboplatiny s paklitaxelem, protoze oproti monoterapii zaloZené na paklitaxelu prodluzuje
dobu preziti pacientek (ICON and AGO Collaborators, 2003). Dobrych vysledkl je

dosazeno také kombinaci karboplatiny s gemcitabinem, pfipadné i s bevacizumabem
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(Aghajanian C. et al., 2012). Pozitivni efekt bevacizumabu v kombinaci s jinymi latkami
(paklitaxel, doxorubicin, topotecan) byl ukazan také u nadorti rezistentnich vuci

platinovym lé¢iviim (Pujade-Lauraine E. ef al., 2014).

1.1.1.4. Metastatické Siieni nadori vajecnikii

Jak jiz bylo zminéno, ve vice nez 60 % piipadl jsou nddory vajecniki diagnostikovany
v pokrocilém stadiu. Tato stadia jsou jiz charakterizovana piitomnosti metastdz, které
mohou byt lokalizovany v dutiné bfisni (FIGO stage III) nebo ve vzdalenych organech —
nejcastéji v parenchymu jater, v plicich nebo pleufe (FIGO stage IV; viz tab. 1, s. 14;
Cibula D. er Petruzelka L., 2009). Rozvoj metastaz je pfitom pii¢inou 90 % umrti
spojenych s nddorovymi onemocnénimi (Chaffer C.L. et Weinberg R.A., 2011).

Bunky nadoru vaje¢nikli se mohou §ifit pasivnim intraperitonedlnim rozsevem, krevnim
feCiStém nebo miznimi uzlinami (Nakayama K. ef al, 2012). Vzdalené metastdzy se u
nadord vajecnikll vyskytuji méné Casto nez metastazy v dutiné¢ bfisni, coz vedlo v tfadé
praci k zavéru, ze builky ovaridlnich nadorti se S$ifi do okolnich tkani pasivné a ze
hematogenni rozsev se u nadorG vaje¢nikti neuplatiuje (Coffman L.G. et al., 2016;
Nakayama K. et al., 2012). Tuto teorii podporovaly také vysledky studii, které zjistily, ze
genetické profily primarnich ovarialnich nadora a jejich metastaz jsou si podobné (Yeung
T.L. et al., 2015). V poslednich letech vSak tada praci prokéazala, Ze hematogenni rozsev
hraje u nadord vaje¢niki vyznamnou roli (Coffman L.G. ef al., 2016; Pradeep S. et al.,
2014).

Pfi pasivnim rozsevu jsou buiiky uvolnény z nadoru a pohybem ascitické tekutiny jsou
transportovany k dal§im organim v dutiné bfiSni. Hematogenni Sifeni zahrnuje vstup
nadorovych bunc¢k do krevniho fecisté, jejich transport a uvolnéni v misté vzniku
metastazy. V obou piipadech je nejcastéji napadeno omentum, coZ potvrzuje hypotézu o
vzajemné kompatibilit¢ mista primarniho nadoru a tkan€, v niZz dany nador preferencné
tvofi metastazy (tzv. seed-and-soil hypotéza). Z omenta se pak nadorové buiiky mohou §iftit
do dal$ich organti v bfisni dutin€ (Yeung T.L. et al., 2015).

Pro pasivni i hematogenni rozsev je klicovy proces epitelidlné-mezenchymalni tranzice
(EMT; Yeung T.L. et al., 2015), pii kterém jsou buiiky epitelu oddeleny od bazalni

membrany, ziskavaji vlastnosti mezenchymalnich bunék a zvySuji se jejich adhezni
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schopnosti a pohyblivost. Za marker EMT je povazovéna ztradta E-cadherinu, ktery je v
bunkach epitelu dalezity pro bunéénou adhezi (Nakayama K. ef al., 2012).

Pfitomnost metastaz v dobé diagnozy je spolu s celkovym stavem pacientky a objemem
rezidualniho nadoru po operaci klicovym faktorem pro prognoézu nadorit v pokrocilém
stadiu (Cibula D. et Petruzelka L., 2009). Pochopeni mechanismu vzniku a §ifeni metastaz
je proto klicové pro zlepSeni vysledkil terapie pacientek se zhoubnymi nddory vajecnikt

(Yeung T.L. et al., 2015).

1.1.2. Zhoubné nadory prsu
1.1.2.1. Epidemiologie a rizikové faktory ndadorii prsu

Zhoubné nadory prsu jsou celosvétové nejcastéji diagnostikovanym nadorovym
onemocnénim a také nejCastéjsi pfi¢inou umrti spojenych s nddorovymi onemocnénimi
v zenské populaci. Celosvétové i v Ceské republice ma incidence dlouhodobé stoupajici
tendenci, umrtnost v§ak mirn¢ kleséa (Ferlay J. ef al., 2015; Skovajsova M. et al., 2014).
Vyznamny vliv na snizovani imrtnosti na karcinom prsu maji preventivni mamograficka
vysetieni. Jiz od poloviny 90. let 20. stoleti zacal v Ceské republice tzv. neorganizovany
screening, od roku 2002 pak byl zaveden Narodni program screeningu karcinomu prsu. Od
konce 90. let je proto patrny vzestup incidence, ovSem mortalita postupné klesa (obr. 3, s.
18). U Zen, které pfichazeji na preventivni vysetfeni, se zvysil podil nddort zachycenych
stadia rovné€z vyzaduji nizsi ndklady na 1é€¢bu (Skovajsova M. et al., 2014). Nadory prsu se
vSak nevyskytuji pouze u Zen, incidence tohoto onemocnéni v poslednich letech stoupa
také u muzl. I tak ale nadory prsu u muzii ptredstavuji méné nez 1 % z celkového poctu
diagnostikovanych nadort prsu (Yalaza M et al., 2016).

Mezi rizikové faktory vzniku karcinomu prsu patii geneticka predispozice stejné jako fada
faktordt Zivotniho stylu a prostfedi. Vyrazné vyssi riziko vzniku prsniho karcinomu maji
oproti bézné populaci nosi¢i mutace v genech BRCAI a nebo BRCA2 (viz kap. 1.1.1.1.,s. 9
— 11). Zeny s touto mutaci maji navic vyssi riziko vzniku kontralateralniho nadoru; riziko
je tim vyssi, ¢im je niz§i vék pacientky v dobé diagnozy (Malone K.E. et al, 2010).
Signifikantniho snizeni Gmrtnosti pacientek na nadory prsu je vSak mozné dosdhnout
preventivni kontralaterdlni mastektomii (Metcalfe K. et al, 2014). U muzi patifi mezi

nejvyznamnéj$i rizikové faktory ve&k, obezita a predchozi expozice radiaci, riziko
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vyznamné zvysuji také nddor prsu v rodinné anamnéze nebo mutace v genu BRCA2

(Yalaza M et al., 2016).
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Obr. 3: Vékove standardizovana incidence a mortalita na zhoubné nadory prsu u zen v
Ceské republice v letech 1977 — 2017 (www.svod.cz).

Rada studii prokézala, Ze vyznamnymi karcinogeny nadori prsu jsou pohlavni hormony,
zejména estrogeny (napi. Yager J.D. et Davidson N.E., 2006). V souvislosti s hladinou
pohlavnich hormontli jsou za rizikové faktory povazovany vék pii menarche, v€k pii
menopauze, pocet téhotenstvi a vék pifi prvnim téhotenstvi Zeny, které¢ vSak neni mozné
vyrazné ovlivnit. Oproti tomu je vyznamnym faktorem zvySujicim riziko vzniku nadort
prsu obezita; bylo ukazano, ze s obezitou souvisi zvySena hladina estrogenii v krvi, coz ma
za nasledek vyssi riziko vzniku nadord prsu. Prevence obezity by tedy mohla vyznamné
pfispet ke sniZeni incidence a mortality zhoubnych nadort prsu (Dartois L. ef al., 2016;
Endogenous Hormones and Breast Cancer Collaborative Group, 2003).

Predmétem tady studii je také vliv hormondlnich preparati na vznik karcinomu prsu.
Vysledky praci zabyvajicich se vlivem hormonalni antikoncepce jsou nejednotné, avSak
podle nejnovéjsich publikaci nema jeji uzivani na riziko vzniku karcinomu prsu zadny vliv
(Hunter D.J. et al., 2010; Kahlenborn C. et al., 2006; Phipps A.L et al., 2011; Vessey M. et
Yeates D., 2013). Uzivani hormonalni terapie oproti tomu zvysuje riziko vzniku nadora

prsu, avSak jeho vliv se lisi podle rasy, télesné hmotnosti a denzity prsni tkané. V

18



¢ernosské populaci, u zen s nadvahou nebo obezitou a s nizkou denzitou prsu se riziko
vzniku nédoru nezvySuje (Hou N. ef al., 2013). Zajimavé je, ze protektivni efekt fyzické
aktivity, prokdzany v neddvno publikované meta-analyze, je u zen, které uzivaly
hormonalni terapii, potlacen (Pizot C. et al., 2016).

Rostlinnymi analogy estrogenti jsou isoflavonoidy, zejména genistein, hojné se vyskytujici
v sojovych bobech. Vliv pfijmu genisteinu na progndézu pacientek s nddory prsu je
predmétem vyzkumu (Allred C.D. et al., 2001; Nechuta S.J. et al., 2012), stejn¢ jako vliv
polyfenolii obsazenych v €aji na riziko vzniku karcinomu prsu (Sun C.L. et al., 2006).
Kromé toho bylo publikovadno, ze riziko karcinomu prsu se zvySuje s vysSim piijmem
alkoholu — efekt byl prokazdn u nadorti exprimujich receptor lidského epidermalniho
rustového faktoru HER2 (z angl. human epidermal growth factor receptor 2; Gago-
Dominguez M. et al., 2016). Také koufeni piispiva ke vzniku nddorG prsu. Riziko se
zvySuje zejména u zen, které zacaly koufit pfed prvnim porodem (Gaudet M.M. et al.,

2013).

1.1.2.2. Diagnostika a klasifikace ndadoru prsu

Zhoubné nadory i1 nezhoubnd onemocnéni prsu se ve vétsing piipadl projevuji pritomnosti
rezistence v prsni tkéani, ptipadné bolesti nebo vytokem z bradavky. Diky tomu hraje v
zachytu nadort prsu velkou roli samovysetieni pacientek nebo klinické vySetfeni v ramci
gynekologické prohlidky (Strnad P. e Danes J., 2001). Mezi zobrazovacimi metodami ma
nejvétsi vyznam mamograf, tedy radiodiagnostické vysetieni, které je v Ceské republice v
rdmci screeningu urceno zendm od 45 let (Skovajsova M. et al., 2014). Mladsi Zeny jsou v
piipad¢ potieby vySetfeny ultrazvukem. Pfi podezieni na nador prsu je provedena biopsie;
pozitivni vysledek spolu s nalezy z ptedchozich vySetfeni potvrzuje diagndzu a umoziuje
tak zahdjit 1écbu pacientky (Strnad P. ef Danes J., 2001).

Kromé jiz zminénych vySetieni je v diagnostice nadorii prsu vyuzivdno také stanoveni
sérovych markerli, zejména proteinit CA 15-3 a CEA (z angl. carcinoembryonic antigen), z
nichz je CA 15-3 citlivéjsi (Guadagni F. et al., 2001). Hladina antigenu CA15-3 koreluje
se stadiem onemocnéni, avSak pro detekci Casnych stadii neni toto stanoveni dostatecné
citlivé. Vyssi citlivost vykazuje CA 15-3 jako marker odpovédi pacientek na terapii
(Guadagni F. et al., 2001). Mlze tak slouzit pro ¢asny zachyt relapsu nebo vzniku metastaz

(Kallioniemi O.P. et al., 1988; Safi F. et al., 1991).
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Nadory prsu jsou vétsinou nezhoubné, nejcastéji se jedna o cysty nebo fibroadenomy, které
se nemohou $ifit do okolnich tkani a ani nepfedstavuji zvysené riziko pozdé€jsiho vzniku
zhoubného nadoru. Rovnéz karcinomy in situ nemaji schopnost tvofit vzdalené metastazy,
avSak pokud by nebyla v¢as zahajena 1écba, miize se tento typ nadoru zménit na invazivni,
zhoubny nédor. Podle tkan¢, ze které nador vznika, jsou karcinomy in situ rozliSovany na
nadory duktalni a lobulérni, které tvoti 15 — 30 %, resp. 10 — 15 % vSech malignich
onemocnéni prsu. Invazivni karcinomy jsou opét rozliSovany na nadory duktalni a
lobularni, kromé toho vSak existuje i fada méné Castych typt (napf. tubularni, medularni,
mucin6zni). Invazivni duktalni nador je nejcastéjs$im typem zhoubnych nadort prsu, tvori
70 — 85 % ptipadti. Lobularni karcinom piedstavuje 10 — 14 % (Strnad P. et Danes J.,
2001).

Kromé typu tkané, ze které nador vznikl, je pro klasifikaci karcinomu prsu dulezity také
geneticky profil nadorovych bunék. Jednotlivé typy se lisi na molekuldrni urovni,
vyznamné jsou zejména rozdily v expresi estrogenového (ER) a progesteronového (PR)
receptoru, receptoru HER2 a proliferacniho markeru Ki67 (je kodovan genem MKI67).
Lisi se také v odpovédi na protinddorovou terapii, a je proto nutné je l1éCit jako rtizna
onemocnéni (Perou C.M. et al.,, 2000; Serlie T. et al., 2001). V souCasné¢ dobé je
prosazovan piechod od generalizovanych terapeutickych postupti k personalizované

terapii.

1.1.2.3. Terapie nadorit prsu

Standardem pro 1€¢bu karcinomu prsu je chirurgické odstranéni nadoru. Radikalita operace
zavisi na stddiu onemocnéni; u Casnych stadii je preferovan zékrok se zachovanim prsu.
V soucasné dobé¢ tvori konzervativni operace vice nez 60 % zakrokti (Kummerow, K.L. et
al., 2015). Agarwal S. et al. (2014) ukazali, Ze pacientky s casnym stddiem nadoru prsu,
které podstoupily konzervativni zakrok, maji signifikantné vys§i Uroven pétiletého 1
desetiletého preziti nez pacientky, které podstoupily mastektomii, pfipadné¢ mastektomii
v kombinaci s radioterapii. Tento trend vSak doposud nebyl vysvétlen.

Na rozdil od jinych nador se mohou buniky karcinomu prsu Sifit a vytvafet Casné
metastazy jiz v preinvazivnich stadiich onemocnéni (Hiisemann Y. ef al., 2008). Po operaci
proto cCasto nasleduje radioterapie anebo chemoterapie, jejimz cilem je eliminovat

nadorové bunky, které neni mozné odstranit chirurgickym vykonem. Volba terapeutického
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rezimu zalezi na molekularnim subtypu a menopauzalnim statutu pacientky; zakladni typy
jsou, spolu s doporu¢enymi rezimy adjuvantni terapie, uvedeny v tabulce 2 (Coates A.S. et

al., 2015).

Tab. 2: Doporucené adjuvantni terapie podle molekularnich subtypli nadorti prsu (podle
Coates A.S. et al., 2015).

Molekularni subtyp Terapeuticky reZim

ER-, PR-, HER2- (triple negativni) chemoterapie (antracyklin + taxan, u pacientek
s mutaci v genech BRCA také platinové derivaty)

ER-, PR-, HER2+ chemoterapie (antracyklin, taxan, trastuzumab)

ER+, PR+, HER2+ chemoterapie (antracyklin, taxan, trastuzumab) spolu
s hormonalni terapii (v zavislosti na menopauzalnim
statutu pacientky)

ER+, PR+, HER2- hormondlni terapie v zavislosti na menopauzalnim

statutu pacientky (tamoxifen), piipadné spolu s
chemoterapii

U nadort exprimujicich estrogenni receptor by podle doporuceni mezindrodni komise méla
byt pouzita hormonalni 1écba (Coates A.S. et al., 2015; Goldhirsch A. et al., 2009).
Nejvyznamnéj$im moduldtorem ER je tamoxifen, ktery zptisobuje akumulaci bun¢k v G1
fazi bunécného cyklu a inhibuje tak proliferaci (Osborne C.K. ef al., 1983). U nadort
s vysokou expresi HER2 se uplatiiuje cilena biologicka 1é¢ba. Trastuzumab, monoklonalni
protilatka proti HER2, vazbou na receptor inhibuje signdlni drahy, ¢imZ dochazi k
pacientky s tzv. triple negativnim nddorem, ktery neexprimuje ani jeden ze zminénych
hormonalnich receptori a u néhoz tudiz neni mozné pouzit 1écbu cilici na tyto receptory.
V ptipadé nadort, které neexprimuji hormonalni receptory, by o nasazeni chemoterapie
mélo byt rozhodnuto na zékladé¢ genového profilu nadoru (Coates A.S. et al, 2015;
Goldhirsch A. et al., 2009).

I u pivodné operabilniho nddoru miize Casem dojit k relapsu a vzniku metastatického
onemocnéni. Metastazy se nejastéji tvoii v plicich, pleute, jatrech, kostech a mozku, v
lymfatickych uzlindch a na kiizi. Pacientkdm miZe byt podana hormonalni terapie (napf.
tamoxifen nebo inhibitory aromatazy) i chemoterapie (napf. paklitaxel nebo cyklofosfamid

v kombinaci s epirubicinem), v nékterych ptipadech je aplikovana cilena biologicka 1écba
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nebo radioterapie. Metastatické onemocnéni sice neni soucasnymi metodami mozné
vylécit, avSak 20 % pacientek pteziva déle nez pét let. Udrzeni kvality Zivota je tedy 1 u

téchto pacientek velice diilezité (Cassidy J. et al., 2010).

1.2. PREVENCE NADOROVYCH ONEMOCNENI]

vvvvvv

pacienty (Fait T. et al., 2011). Prevence v onkologii zahrnuje identifikaci rizikovych
faktorii, které by mohly vést ke vzniku nddorového onemocnéni, jejim cilem je ale také
diagnostika casnych stadii, pfedchazeni relapsu a omezeni negativnich nasledkli
protinddorové terapie (Cibula D. et PetruZelka L., 2009). Obvykle jsou rozliSovany ctyfi
urovné prevence: primarni, sekundarni, terciarni a kvartérni.

Cilem primérni prevence je zabranéni vzniku onemocnéni a tedy snizeni jeho incidence.
Vzhledem k tomu, Ze u vétSiny nadorti neni zndma specificka pficina vzniku, v primarni
prevenci onkologickych onemocnéni plati obecnd doporuceni tykajici se Zivotniho
prostiedi a zivotniho stylu pacienta, tj. abstinence koufeni, omezeni konzumace alkoholu,
spravné stravovaci navyky, udrZzovani optimalni télesné hmotnosti a pravidelna pohybova
aktivita, ochrana pfed expozici karcinogeniim, bezpecné sexualni chovani (Cibula D. et
Petruzelka L., 2009; Fait T. et al., 2011). Vyjimecné postaveni mezi onkologickymi
nemocemi maji nadory délozniho hrdla, které jsou prakticky ve vSech ptipadech vyvolany
infekci HPV (z angl. human papillomavirus); v primarni prevenci tohoto typu nadori se
proto vyznamné uplatituje ockovani (Lowy D.R., 2016). Specifickd primarni prevence je
mozna také u pacientek s mutacemi v genech BRCAI/2, jimz je preventivné indikovéana
ovarektomie nebo mastektomie (Metcalfe K.A. ef al., 2005; Metcalfe K. et al., 2014).
U Zen s mutacemi v genech BRCAI/2 pted menopauzou byl prokazan také protektivni
efekt uzivani tamoxifenu (Narod S.A., 2010).

Sekundarni prevence se tyka zachytu nadorti ve stadiu prekanceréz, piipadné v ¢asnych
stadiich invazivniho nadoru; jejim cilem tedy je omezeni rozvoje onemocnéni a sniZeni
umrtnosti. Dilezitymi nastroji sekundarni prevence jsou jednak pozornost pacienta
zaméfena na varovné znamky, které by mohly znamenat pifitomnost nadoru (tj. napf.
hmatné bulky, zmény ve vylu€ovani moci nebo stolice, neobvykld bolest nebo
nevysvétlitelny ubytek hmotnosti), a jednak screening (Cibula D. et Petruzelka L., 2009;

Fait T. ef al., 2011). U nadorti vaje¢nikli zatim bohuZzel Zadné metoda pro ¢asnou detekci
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neexistuje, avSak u nadort prsu a také u cervikdlnich a kolorektalnich nadort jiz byl
screeningovy program, ktery vyznamné snizuje mortalitu, zaveden (Duskova J. et al.,
2014; Seifert B. et al., 2014; Skovajsova M. et al., 2014; Suchanek S.etal., 2014).
Terciarni a kvartérni prevence zahrnuje péci o pacienty, u nichz jiz byla diagnostikovana
nemoc. Terciarni prevence se zabyva sledovanim pacientll s cilem vcasného zachytu
relapsu nebo progrese onemocnéni. Jejim klicovym krokem je péce o pacienty ve
specializovanych onkologickych centrech a ukazatelem jeji uspésnosti je délka celkového
preziti pacientii. Kvartérni prevence se tyka obrany pacientli proti nespravnému uzivani
1ékti nebo proti nezddoucim invazivnim zakrokim, snazi se predchazet dusledkiim
progredujiciho nddoru na lidsky organismus, ale také na celkovou kvalitu jeho Zzivota
(Cibula D. et Petruzelka L., 2009; Fait T. et al., 2011).

V terciarni a kvartérni prevenci pacientll s nddorovymi onemocnénimi hraji dilezitou roli
biomarkery, které mohou slouzit pro stanoveni progndzy, pro uréeni vhodného
terapeutického rezimu, ale také pro detekci relapsu nebo sledovéani u€¢innosti 1é¢by (Duffy
M.J. et al., 2015). Takovéto markery jsou v soucasnosti pfedmétem vyzkumu a jejich

studium je i naplni predkladané prace.

1.3. MOLEKULARNI NADOROVE MARKERY

V soucasné dob¢ se v onkogynekologii uplatiiuje snaha o personalizaci 1écebnych postupd,
s ¢imz souvisi zavedeni uzivani biologickych markerd (biomarker, molekularnich
markerll) do klinické praxe. Biomarkery maji vyznam pro stanoveni ¢i zpfesnéni diagnozy
(diagnostické markery), pro urfeni prognoézy a vhodného terapeutického reZzimu i pro
hodnoceni pritbéhu terapie (prognostické a prediktivni markery; Duffy M.J. et al., 2015).

Nové biomarkery se tradi¢né hledaji mezi geny a proteiny, jejichZ exprese je v nadorové
tkani nebo krvi pacientll deregulovana, av§ak vyznamnymi biomarkery mohou byt také
nekodujici molekuly RNA; kratké miRNA (z angl. micro-RNA) a dlouhé IncRNA (z angl.
long non-coding RNA), které se podileji na regulaci genové exprese na transkripcni i post-
transkripéni urovni (Qi P. er Du X., 2013; Liz J. et Esteller M., 2016). V nedavnych
pracich bylo ukazéno, Ze exprese specifickych miRNA a IncRNA mizZe souviset
s proliferaci (Kobayashi M. et al., 2014; Qiu J.J. et al., 2015), s metastatickym potencidlem
(Qiu JJ. et al., 2014) nebo s chemorezistenci nadorovych bun¢k (Vecchione A. et al.,

2013). Stale vétsi vyznam v diagnostice a pii monitorovani prib¢hu terapie pak ziskavaji
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také nddorové bunky (CTC, z angl. circulating tumor cells) a volnad nddorova DNA
(cfDNA, z angl. cell-free DNA) cirkulujici v krvi pacientt. Cirkulujici nddorové buiky
jsou schopné vytvaret vzdalené metastazy (Baccelli L. ef al., 2013) a jejich pocet pozitivné
koreluje s krat§im prezivanim (Kuboki Y. et al., 2013). Analyzou CTC a cfDNA je také
mozné detekovat markery chemorezistence (Kolostova K. et al., 2015; Murtaza M. et al.,
2013).

V odborné literatuie je kazdy rok publikovano velké mnozstvi ¢lanki s tématikou
nadorovych markerti. Cast z nich se vénuje jiz zavedenym markertim, fada praci se viak
zabyva vyzkumem novych potencidlnich diagnostickych i prognostickych markerd. Jen
mala ¢ast noveé nalezenych biomarkert je validovéna pro vyuziti v klinické praxi, avSak
jejich vyznam v prevenci progrese a Vv managementu pacientl s nadorovymi
onemocnénimi je nezanedbatelny. Je proto potieba vénovat pozornost vSem fazim
zakladniho vyzkumu, analytické a klinické validaci 1 dalSim kroktim, které jsou nezbytné
pro uvedeni nového biomarkeru do praxe (Duffy M.J. et al., 2015). Faktory, které souviseji
s agresivitou ¢i rezistenci nadorovych bunck vi¢i chemoterapeutikiim, jsou navic
vyuZitelné nejen jako prognostické markery, ale také jako potencilni terapeutické cile.
Vyzkum novych potencidlnich biomarkeri se zaméfuje na procesy, které jsou pro
nadorové bunky klicové, které jim umoziuji prezit a Sifit se. Jedna se pfedev§im o procesy
souvisejici s transportem endogennich latek a xenobiotik, s metabolismem protinadorovych
léciv, s proliferaci a regulaci bunééného cyklu a stadou dalSich regulacnich procest.
Jednotlivé procesy, resp. vyznamné geny a proteiny, kterymi se zabyvala tato prace, jsou

popsany v nasledujicich kapitolach (kap. 1.3.1. — 1.3.4., s. 24 — 35).

1.3.1. Transport v nadorovych buiikach

Bunéény transport je dilezity pro vSechny zivé bunky. Zajistuje piijem Zivin a eliminaci
odpadnich nebo toxickych latek (Wilkens S., 2015), vyznamnou roli hraje také v bunécné
signalizaci (Palmgren M.G. ef Nissen P., 2011). V pfipadé¢ nadorovych bunck
a protinadorové terapie je vyznamné studovany piedevS§im transport 1€Civ, ktery je Casto
spojovan s l€kovou rezistenci, resp. se selhanim terapie.

Lékova rezistence miize byt zpisobena snizenym piijmem nebo naopak zvySenou
eliminaci 1éCiva z bunky (obr. 4, s. 25). V souvislosti se snizenym piijmem jsou studovany

SLC (z angl. solute carrier) transportéry (Januchowski R. et al., 2014; Kalayda G.V. et al.,
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2012), zvySeny eflux muze byt zprostiedkovan ATP-dependentnimi transportéry z rodiny
ABC (z angl. ATP-binding cassette; Auner V. et al., 2010; Gottesman M.M. et al., 2002)
nebo ATPéazami typu P (Moreno-Smith M. et al., 2013; Samimi G. et al., 2004). Existuji
vsak 1 jiné mechanismy lékové rezistence, nez je zména v hladin€ exprese membranovych
transportérii. Jednd se pfedevsim o aktivaci detoxikacnich enzymd, aktivaci opravy DNA a
inhibici apoptozy (obr. 4). Tyto mechanismy jsou popsany v kapitolach 1.3.2. — 1.3.3. (s.
31-33).

Increased efflux
(ATP-dependent
efflux pumps)

Decreased influx

Activation of
detoxifying systems
(cytochrome P450)

Blocked
apoptosis
(e.g. decreased
ceramide levels)

Obr. 4: Bunétné mechanismy, které ptispivaji ke vzniku lékové rezistence (pfevzato z
Gottesman M.M. et al., 2002).

1.3.1.1. ABC transportéry

ABC transportéry patii spolu s dalS$imi ATPazami mezi primarni membranové
transportéry. K prenosu latek pfes membranu proti koncentratnimu gradientu vyuzivaji
energii uvolnénou hydrolyzou ATP. V bakteriich existuji ABC transportéry pro oba sméry
pfenosu, v eukaryotnich buinikdch vSak funguji téméf vyhradné jako exportéry. Jejich
struktura je vétSinou tvofena dvéma doménami vazajicimi nukleotidy (NBD, z angl.
nucleotide-binding domain) a dvéma transmembranovymi doménami (obr. 5, s. 26).

Struktura mista pro vazbu ATP v NBD je siln¢ konzervovana (Wilkens S., 2015).
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Obr. 5: Schématické zndzornéni mechanismu pifenosu latek pies membranu
zprosttedkovaného ABC  transportérem. Substrat, napf. 1éCivo, je rozezndn
transmembranovou doménou. Dochazi k dimerizaci NBD, nasledné hydrolyze ATP a
konformaéni zméné proteinu, kterd umoziiuje uvolnéni substrdtu do extracelularniho
prostoru (pfevzato z Ween M.P. ef al., 2015).

V lidskych buikéach existuje 49 rlznych ABC transportért, které jsou na zakladé
fylogenetickych znaki rozdéleny do sedmi rodin (A — G; Vasiliou V. et al., 2009). ABC
proteiny mohou transportovat Sirokou skalu latek; mezi jejich substraty patii ionty kovi,
lipidy a steroidni latky, peptidy a dal$i endogenni molekuly, ale také léciva a jejich
metabolity. Uplatiiuji se tak v fadé¢ bunéénych procesti, avSak mohou hrat roli také
v riznych onemocnénich (Vasiliou V. et al., 2009) v¢etné zhoubnych nadort. V ptipadé
nadord je pak studovan zejména vliv ABC transportérii na rezistenci bunc¢k vuci
chemoterapeutiklim a na vysledek terapie (Ween M.P. et al., 2015).

Proteiny z rodiny ABCA jsou vyznamnymi transportéry lipidd, cholesterolu
a lipoproteinovych castic (Vasiliou V. et al., 2009; Ween M.P. et al., 2015). Nedavné
studie ukazuji, Ze zmény v metabolismu lipida jsou klicové pro progresi nadorii vajecnik
(Nieman K.M. et al., 2011; Beloribi-Djefaflia S. ef al., 2016) a zaroven ze zvySena exprese
geni ABCA1, ABCA6, ABCAS8 a ABCAD koreluje s krat§im pieZivanim pacientek s timto
onemocnénim (Hedditch E.L. et al., 2014). Deregulace ABCA transportért je tedy, spolu
se zménami v metabolismu lipidi, potencidlnim cilem v terapii ovarialnich naddort.
Nejvyznamnéj$imi €leny rodin ABCB a ABCG jsou transportéry ABCBI1, resp. ABCG2,
které se podileji na eliminaci celé $kaly protinadorovych 1é¢iv a tim pfispivaji k 1ékové
rezistenci (Gottesman M.M. et al., 2002). U pacientek s karcinomem prsu koreluje nizka

hladina genu ABCBI s dobrou odpovédi na chemoterapii, vysoké hladina souvisi s kratsi
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dobou do progrese onemocnéni (PFS, z angl. progression-free survival). Rovnéz hladina
ABCG2 muze korelovat s vysledkem terapie (Burger H. et al., 2003). Také v bunéénych
liniich karcinomu vajecnikti bylo ukazano, ze ABCB1 a ABCG2 souvisi s rezistenci vici
1é¢ivim (Eyre R. et al., 2014; Januchowski R. et al., 2014), avSak studie provedené na
vzorcich tkdni vztah mezi expresi téchto gent a chemorezistenci (Auner V. et al., 2010) ¢i
prognézou (Hedditch E.L. et al, 2014; Nakayama K. et al., 2002) pacientek s nadory
vajecniki neprokazaly.

Rodina ABCC je také casto spojovana s vysledkem terapie nadorovych onemocnéni.
Exprese transportéru ABCC1 je zvysena u nadora prsu (Hlavac V. et al., 2013) 1 vaje¢nikd,
oproti tomu hladina ABCC2 a ABCC3 se zvySuje az pii relapsu. Exprese téchto
transportérii je tedy pravdépodobné indukovana chemoterapii a miize hrat roli v 1ékové
rezistenci nadort vajecnikl (Auner V. et al., 2010). Dale bylo zjisténo, Ze geny ABCCI a
ABCC3 jsou zvysené exprimovany u pacientek s primarnimi ovaridlnimi nadory serdézniho
typu s nepfiznivou progndézou a zZe hladina ABCC1 negativné koreluje s PFS pacientek
(Ohishi Y. et al., 2002). Jin4 studie vSak vyznam exprese genu ABCCI pro progndézu
karcinomu ovaria nepotvrdila (Nakayama K. et al., 2002). U pacientek s nadory prsu
exprese proteinu ABCC1 pted neoadjuvantni chemoterapii (NACT) negativné ovliviiuje
dobu do progrese onemocnéni (Rudas M. et al., 2003).

Rodiny ABCD — F jsou rovnéZ predmétem vyzkumu, avSak v mensi mife neZ transportéry
z vySe zminénych rodin. U pacientek s karcinomem prsu 1é¢enych NACT je v nadorech
oproti zdravé tkani prsu zvySena exprese geni ABCD1 a ABCD3 a naopak sniZena
exprese ABCD2 a ABCD4. Pacientky s vyssi hladinou ABCD2 navic 1épe odpovidaji na
NACT (Hlavac V. et al., 2013). Exprese ABCF2 je na genové i proteinové urovni v
porovnani se seréznim typem zvySena ve svétlobunééném typu ovaridlnich nadord,
koreluje také s hor$i odpovédi pacientek na terapii (Tsuda H. et al., 2005).

Je ztejmé, ze ABC transportéry hraji dileZitou roli v karcinogenezi a mohou mit vliv na
vysledek protinadorové terapie. Schopnost transportovat chemoterapeutika jiz byla zjiSténa
nejméné u 20 ABC proteintl, které se tak mohou podilet na 1ékové rezistenci nddorovych
bun¢k. ABC transportéry tedy pfedstavuji atraktivni terapeuticky cil, av§ak doposud nebyl
do praxe uveden zadny novy I€k, ktery by na né¢ktery z ABC transportérua cilil (Ween M.P.
et al., 2015). Vyzkum mechanismu ptsobeni ABC transportéri v nadorovych buiikach je

proto stale potiebny.
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1.3.1.2. SLC transportéry

Proteiny oznaCované jako SLC transportéry ptedstavuji velmi heterogenni skupinu. V
soucasné dobé¢ je v zndmo 430 SLC transportért, které jsou rozdéleny do 52 rodin (Perland
E. et Fredriksson R., 2017). Vz4jemn¢ se lisi jak strukturou a substratovou specifitou, tak
mechanismem pienosu molekul pies membrany. Patii mezi né¢ aktivni transportéry i
iontové kanaly, mohou fungovat jako symportéry nebo jako antiportéry. Nejcastéjsi typy
mechanismu pienosu zprostiedkovaného SLC transportéry jsou uvedeny na obr. 6.
Spolec¢nym rysem vSech téchto typll je krajni konformace oteviena do vnéjsiho, resp. do
vnitiniho prostoru a uzavieny prechodny stav s navdzanym substratem (Colas C. et al.,

2016).
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Obr. 6: Schématické zndzornéni nejcastéjSich typli mechanismu pienosu latek pres
membranu zprosttedkovaného SLC transportéry. Rocker Switch: substrat (Cerveng) je
navazan do oteviené konformace transportéru a z obracené konformace poté uvolnén do
intracelularniho prostoru. Gated-Pore: jedna doména zistdvd po vazbé substratu
nezménéna, zatimco druhd méni svou konformaci. Elevator: jedna doména opét zlstava
nezménéna, zatimco transportni doména se s navazanym substratem posunuje napiic
membranou (pfevzato z Colas C. et al., 2016).

SLC transportéry jsou lokalizovany v riznych bunénych membranach vcetné
cytoplazmatické membrany. Mezi jejich substraty patii organické 1 anorganické molekuly
(ionty, organické kyseliny, cukry, 1éCiva; Bhutia Y.D. et al, 2016). Vyznamné se tak
podileji na bunécnych metabolickych procesech (Colas C. ef al., 2016) a dalezitou roli
hraji také v nadorovych buiikach (Bhutia Y.D. ef al., 2016). Vzhledem k pozménénému
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metabolismu nadorovych bunék (Payen V.L. et al., 2016; Porporato P.E. et al., 2016) jsou
studovany geny, resp. proteiny transportujici glukézu a aminokyseliny a produkty jejich
metabolismu (napi. SLC2A1, SLC1AS, SLC16A1). Za tumor-supresor je vSak v soucasné
dobé¢ povazovan také SLC22A18, jehoz fyziologicka funkce neni doposud zndma (Bhutia
Y.D. et al., 2016). Vyssi hladina proteinu SLC22A18 koreluje v tkani nadort prsu s lepsi
prognézou pacientek, exprese tohoto transportéru tak muze slouzit jako prognosticky
marker karcinomu prsu (He H. ez al., 2011).

Vice nez funkce v metabolismu nadorovych bunék je u SLC transportérti studovana jejich
uloha v rezistenci vi¢i chemoterapeutikim. V nedavné studii bylo ukazano, ze exprese
genu SLC22A18 je v bunétné linii karcinomu vajecnikli rezistentni vuci paklitaxelu,
v porovnani se senzitivni linii, zvySena. Z celkového poctu 350 studovanych SLC
transportérii pak byla vyrazngj$i deregulace pozorovana u deviti jinych genii (geny
SLC2A9, SLC16A3, SLC16A14, SLC38A4 a SLC39A8 mély zvySenou expresi,
SLC2A14, SLC6A15, SLC8A1 a SLC27A2 mély snizenou expresi). Tyto geny tak mohou
byt dilezité pro transport cytostatik do bunck, jejich vyznam v rezistenci vSak musi byt
teprve objasnén (Januchowski R. ef al., 2014). V jiné studii byla porovndnim nadorové
tkan¢ vajeCnikil s kontrolami zjisténa vyssi exprese Sesti a nizsi exprese péti gentt SLC
transportérii. Nizsi expresi mély mj. i geny SLC16A14 a SLC39A8 (Nikolova D.N. et al.,
2009), které byly v pozd¢jsi studii (Januchowski R. et al., 2014) spojovany s lékovou
rezistenci.

Jednémi z nejvice studovanych SLC transportéri ve vztahu ke karcinogenezi
a chemorezistenci jsou SLC31A1 a SLC31A2 (CTR1 a CTR2, z angl. copper transporter).
Tyto proteiny se podileji na udrzeni homeostdzy médi uvnitf bun¢k a v nadorovych
buiikach jsou spojovany predevsim s transportem platinovych 1é€iv (Liu J.J. ef al., 2012).
V bunééné linii karcinomu ovarii bylo ukazéano, Ze transportér SLC31A1 je zodpovédny za
pfijem cisplatiny do bun€k a Ze sniZena exprese tohoto proteinu tedy vede k rezistenci
nadorovych buné¢k (Kalayda G.V. et al., 2012). V jiné studii, provedené na bunécnych
liniich karcinomu ovaria a cervixu, byl rovnéz ukdzan vztah mezi expresi SLC31A1
a intracelularni koncentraci cisplatiny (Zisowsky J. et al., 2007). V tkani karcinomu ovaria
byla v porovnani s normalni ovaridlni tkani zjiSténa snizena exprese obou geni SLC31A1
a SLC31A2. Nizsi exprese SLC31A1 korelovala s kratSim PFS, nejhorSi prognézu pak
mély pacientky s nizkou expresi SLC31A1 a vysokou expresi SLC31A2. Tyto pacientky
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byly zaroven rezistentni vii¢i chemoterapii zalozené na platinovych léCivech (Lee Y.Y. et
al.,2011).

Ackoliv jsou SLC transportéry vyrazné¢ méné prozkoumany nez ABC transportéry, fada
z téchto proteinlt patrné hraje dilezitou roli v progndéze pacienti s nadorovymi

onemocnénimi. Jejich vyznam by proto mél byt detailné studovan.

1.3.1.3. ATPazy typu P

ATPazy typu P ptedstavuji skupinu transmembranovych proteind, které vyuzivaji energii
uvolnénou z ATP pro transport kationtd a lipidl. Uplatiuji se v fadé fyziologickych
procesti; zajistuji bunénou homeostazu kationtdi a poskytuji ionty kovl nezbytné pro
funkci metaloproteind, zprostfedkovavaji bunéCnou signalizaci, udrzuji membranovy
elektrochemicky gradient. Jejich struktura je tvofena tfemi cytoplazmatickymi a dvéma
transmembranovymi doménami, nékdy mlze byt pfitomna i regulaéni doména (Kiihlbrandt
W., 2004; Palmgren M.G. et Nissen P., 2011). Mechanismus pfenosu latek pfes membranu

zprostfedkovany ATPazami typu P je uveden na obr. 7.

Obr. 7: Schématické znazornéni mechanismu pienosu latek pfes membranu
zprosttedkovaného ATPazami typu P. Substrat (svétle modie) je navazédn na enzym
v zdkladni konformaci (E;). Po rozStépeni ATP dochazi k fosforylaci jedné
z cytoplazmatickyh jednotek proteinu a ke zmén¢ konformace (£>). Defosforylace a navrat
do zédkladniho stavu nastavd po navazani druhého substratu (oranzove; pievzato
z Palmgren M.G. ef Nissen P., 2011).

ATPazy typu P jsou rozdéleny do péti rodin (P1 — P5), které se 1isi fylogenetickymi znaky
a také substratovou specifitou. Rodiny P2 a P4 transportuji dva substraty, avSak u
nekterych rodin je mechanismus modifikovan; rodiny P1B a P3 ptendseji pouze jeden
substrat. U zbyvajicich rodin nebyl substrat doposud identifikovan (Palmgren M.G. et
Nissen P., 2011).
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Vyznamnymi ¢leny rodiny PIB jsou ATPazy ATP7A a ATP7B transportujici méd.
Mutace v genech kodujicich tyto transportéry miize vést k zadvaznym vyvojovym a
metabolickym onemocnénim (Lutsenko S. et al., 2007), avSak tfada praci ukazuje, Ze
ATP7A a ATP7B mohou pfenaset i platinova 1éCiva a tedy Ze jsou vyznamné pro rozvoj
Iékové rezistence v nadorovych buikach. V bunécné linii ovaridlniho karcinomu
rezistentni vici cisplatiné byla v porovnani se senzitivni linii pozorovana zvySena hladina
ATP7A (Zisowsky J. et al., 2007). Samimi G. et al. (2004) opacnym piistupem ukazali, Ze
indukce exprese genu ATP7A vede v ovaridlnich nadorovych bunkach ke zvySeni
rezistence vaci platinovym 1é¢ivim. U pacientek s karcinomem ovaria lé¢enych
cisplatinou byl zjistén rozdil v hladiné exprese genu ATP7B v néadorech s nizkym a
vysokym stupném diferenciace. Vyssi mira exprese ATP7B navic korelovala s horsi
prognézou (Nakayama K. ef al, 2002). Transportér ATP7B v cytoplazmé& interaguje s
proteinem ATOXI1, u n¢hoz byla prokdzédna schopnost vazat cisplatinu. ZvysSené
vychytavani platinovych 1éCiv proteinem ATOXI1 tedy mize blokovat vazbu léciva na
DNA a tim také ptispivat k rezistenci nddorovych bunék (Palm M.E. et al., 2011).

Rodina P4 je fylogeneticky odliSna od ostatnich rodin ATPaz typu P. Jeji €lenové piendse;ji
fosfolipidy a Uc€astni se formovani sekrecnich vackia (Palmgren M.G. et Nissen P., 2011).
U genu ATP11B vsak byl také ukézan vztah s rezistenci ovaridlnich nadorovych bunék.
V nadorové ovaridlni tkdni navic exprese ATP11B korelovala s vy$Sim stupném

diferenciace nadorovych bun¢k (Moreno-Smith M. et al., 2013).

1.3.2. Metabolismus 1é¢iv v nadorovych buiikach

Chemoterapeutika jsou soucasti standardni 1écby u vétSiny nddorovych onemocnéni. Po
vstupu do nddorovych bunék dochazi k interakci 1éCiva a jeho metaboliti s fadou
bunécnych mechanismi. Paklitaxel, ktery je vyuZzivan v terapii nadort vajecnikd i nadort
prsu (Dumontet C. ef Jordan M.A., 2010), je metabolizovan enzymy z rodiny cytochromu
P450, konkrétné CYP2C8 a CYP3A4. Sledovanim metaboliti paklitaxelu v plazmé
pacientek s nadory vajecnika bylo zjisténo, ze existuji vyznamné individualni rozdily v
rychlosti tvorby téchto metabolitli, které mohou souviset s hladinou exprese enzymu
CYP2C8 a CYP3A4 nebo s polymorfismy v genech, které je koduji (Bergmann T.K. et al.,
2011; Nakajima M. et al., 2005).
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Castym jevem pozorovanym v nadorovych buiikich je vy$§i hladina reaktivnich forem
kysliku a niz§i mira apoptdzy souvisejici s pozménénou funkci mitochondrii (Porporato
P.E. et al., 2016). K indukci oxidativniho stresu vSak dochazi také piisobenim paklitaxelu
(Ramanathan B. ef al., 2005). Rada praci se proto zamé&fuje na ulohu superoxid dismutazy
(SOD) a dalsich enzymt, které se podileji na detoxikaci reaktivnich forem kysliku v
nadorovych bunkdch. V nadorech vaje¢niki byla v porovnani s benigni a normadlni
ovarialni tkani zjisténa vyssi exprese proteinu SOD2. Inhibice tohoto proteinu navic vedla
k agresivnéjSimu ristu naddoru in vivo (Hu Y. et al., 2005). Ve studii autorti Schwartz D.R.
et al. (2002) bylo ukéazano, ze v porovnani s ostatnimi subtypy je genova exprese SOD2 a
dalsich gent souvisejicich s oxidativnim stresem (napt. glutaredoxin, GLRX, glutathion
peroxidaza, GPX3) zvySena ve svétlobunééném typu ovarialniho karcinomu. Tyto geny tak

mohou slouzit jako terapeutické cile specifické pro urcity histologicky typ.

ww_ 7

1.3.3. Proliferace a regulace bunécného cyklu

Proliferace je, spolu s bunéénou smrti a diferenciaci, zdkladnim fyziologickym procesem,
ktery udrzuje homeostazu ve tkanich. Regulace riistu bun€k zahrnuje jak fadu kontrolnich
bodd, tak také opravu DNA a programovanou buné€nou smrt. Deregulace téchto procest,
zpuisobend mutacemi nebo zménou v hladiné exprese regulacnich faktorti, mize vést k
nekontrolovanému bunéénému ristu a proliferaci a vyvolat tak nadorové bujeni (Wiman
K.G. et Zhivotovsky B., 2017). Faktory, které hraji kli¢ovou roli v téchto procesech, tak
mohou byt pouzity jako terapeutické cile (Diaz-Moralli S. ef al., 2013).

Jednim z dilezitych proteint regulujicich bunéénou proliferaci je p53, ktery je zaroven i
jednim z nejvyznamnéjSich tumor-supresorti. Jeho aktivace v podminkach bunécéného
stresu vede k zastaveni bunécného cyklu, k aktivaci mechanisml opravy DNA, ptipadné k
apoptdze. Ve vice nez 50 % vsSech typl nadord je vSak gen TP53 kodujici protein p53
mutovan (Joerger A.C. et Fersht A.R., 2016). V bunécné linii karcinomu ovarii vede
inhibice p53 k zastaveni proliferace a k indukci apoptozy, coz je v souladu s vysledky
zjisSténymi na vzorcich néddorové tkané pacientek. Zde je vysSSi exprese pS5S3 nalézana
v nddorech pacientll s pokrocilymi stddii onemocnéni a vyS$Sim stupném diferenciace
nadoru. Hladina p53 zaroven negativné koreluje s proteinem PLK1 (z angl. polo-like
kinase 1), ktery se ucCastni regulace bunétného cyklu a je dalSim potencidlnim

prognostickym faktorem ovaridlniho karcinomu (Zhang R. et al., 2015). Oproti tomu byla
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u ovaridlnich nadort zjisténa pozitivni korelace p53 s markerem proliferace Ki67, pti¢emz
oba tyto proteiny jsou prognostickymi faktory agresivniho typu nadorti (Kamal C.K. et al.,
2012). Pacientky s nadorem vajecnikll s vy$$im procentem bunck exprimujicich Ki67 maji
navic kratsi celkovou dobu pieziti (Surowiak P. et al., 2006).

Dalsim proteinem, ktery se ucastni regulace bunécné proliferace a ktery je studovan ve
vztahu k prognoze, je PRC1 (z angl. protein regulator of cytokinesis 1). V nadorové
ovarialni tkéni je exprese genu PRCI1 oproti nenddorové tkani zvySena a koreluje
s hladinou Ki67 (Ehrlichova M. et al., 2013), tedy s vys$Si mirou proliferace a
agresivnéjSim fenotypem. V porovnani s kontrolni tkani byla zvySend hladina transkriptu
PRCI1 detekovana také ve tkani nadort prsu a stejné tak i v porovnani nadord s vys$im a
niz§im stupném diferenciace nadorovych bunék. Vys$§i exprese korelovala s hor$im

bezptiznakovym pfezivanim pacientek (Brynychova V. et al., 2016).

1.3.3.1. Geny MMR drahy

Replikace DNA je klicova pro pfenos genetické informace do dalsi generace, a je proto
striktné regulovdna a kontrolovana. Jednim z mechanismi, které se pii opravach chyb
vzniklych pfi replikaci, ale také pii poskozeni DNA, uplatiyji, je tzv. MMR (z angl.
mismatch repair) drdha. Zakladnimi prvky této drahy jsou MutSa a MutLa, heterodimery
tvotené proteiny MSH2 a MSH6, resp. MLH1 a PMS2 (Kunkel T.A. et Erie D.A, 2015). V
mensi mife se uplatiiuji také komplexy MutSp (tvofeny MSH2 a MSH3), MutLp (tvofeny
MLHI a PMSI1) a MutLy (tvofeny MLH1 a MLH3). Heterodimer MutSo rozpoznava
jednonukleotidové zdmény a kratké smycky inzerci-deleci (IDL), MutSB rozpoznava
kratké 1 dlouhé IDL. Chyby jsou nasledné¢ opraveny ve spolupraci s MutL a dalSimi
proteiny (Martin S.A., et al., 2010).

Mutace v MMR genech jsou zasadni pro karcinogenezi hereditarniho typu kolorektalniho
karcinomu, byly v8ak popsany i u jinych typt nadort (Martin S.A., et al., 2010). V piipadé
karcinomu vajec¢nikil bylo pozorovano snizeni exprese nékterych MMR proteinti (Xiao X.
et al., 2014) a v ptedchozich pracich byla ukézana souvislost mutace genu PMS2 s rizikem
vzniku nadoru vajecnikli (Song H. et al., 2006) a s piezivanim pacientek (Mann A. et al.,

2008). Tyto vysledky je vsak jesté potieba potvrdit na nezavislych studiich.

33



1.3.4. Regula¢ni mechanismy
Genova, resp. proteinova exprese jednotlivych faktorti, které se uplatiiuji pii rtznych
bunécnych procesech, je regulovana fadou mechanismti. Mimo jiné mezi n¢ patii pisobeni

transkripcnich faktori nebo metylace specifickych useki DNA.

1.3.4.1. Receptory a transkripcni faktory

Jak jiz bylo zminéno, ptipady karcinomu prsu se lisi expresi hormonalnich receptort (ER,
PR) a receptoru HER2, pricemz jednotlivé typy vykazuji riznou prognézu. Na zaklade
exprese receptorit je také pacientkdm indikovan nejvhodnéjsi chemoterapeuticky rezim
(viz tab. 2, s. 21). Nishumura R. ef al. (2011) vSak ukazali, Ze pfi relapsu dochazi v 25 %
ptipadd ke zméné typu nadoru. Pfi relapsu by tedy mélo byt zjiSténo, jaké receptory jsou
nadorem exprimovany, a nasledné¢ by mél byt upraven terapeuticky rezim. U karcinomu
vajec¢nikll je HER2 nezavislym markerem bezptiznakového i celkového pieziti pacientek,
ackoliv je jeho exprese signifikantné zvySena pouze v 16 % nadorit v pokrocilém stadiu
(Camilleri-Broét S. et al., 2004).

Jaderné receptory, jako napt. ER, ale také FXR (z angl. farnesoid X-activated receptor,
kodovan genem NRIH4) nebo VDR (z angl. vitamin D receptor, kodovan genem NRIII)
predstavuji atraktivni potencidlni cile protinadorové terapie. U nadorti prsu byl ER jiz
isp&sné zaveden do klinické praxe (Lin C.Y. et Gustafsson J.A., 2015). V ovarialni tkani
bylo zjisténo, ze exprese genu ESR2 je v nadorech oproti normalnim vaje¢nikiim sniZzena
(Suzuki F. et al., 2008), jeho hladina navic koreluje s rizikem vzniku nadoru (Delfino K.R.
et Rodriguez-Zas S.L., 2013) a s OS pacientek (Fekete T. ef al., 2012).

FXR se podili na regulaci metabolismu lipid{, cholesterolu, Zlu¢ovych kyselin a glukézy
(Cariou B. et al., 2006; Forman B.M. et al., 1995). V buikach karcinomu tlustého stfeva
a prsu bylo ukdzéano, ze exprese NR1H4 souvisi s expresi transportért ABCC2 a ABCG2
a miiZe tak pfispivat k 1ékové rezistenci nadorovych bunék (Herraez E. ef al., 2012; Swales
K.E. et al., 2006). VDR je dulezity pro funkci fady organt vcetné reprodukénich (Keane
K.N. et al., 2017). Ve studii autortt Zhang X. et al. (2006) bylo zjisténo, ze nedostatek
vitaminu D mize souviset se vznikem nddort vaje¢niki. Analoga vitaminu D pak sniZuji
proliferaci bunék karcinomu ovaria in vitro 1 in vivo (Shen Z. et al., 2011; Zhang X. et al.,
2006). Tyto receptory a jejich geny proto predstavuji kandidatni markery a mechanismus

jejich ptisobeni v karcinogenezi by mél byt detailné prostudovan.
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1.3.4.2. Metylace DNA

Jednim z klicovych epigenetickych mechanismu fizeni genové exprese je metylace CpG
dinukleotidi v sekvenci DNA. U savci jsou nejcastéji metylovany repetitivni sekvence
(Robertson K.D., 2005), pozornost se vSak soustfedi pfedev§im na metylaci
promotorovych oblasti, v nichz se CpG dinukleotidy hojn¢ vyskytuji (tzv. CpG ostravky;
Jones P.A., 2012). Dusledkem metylace je inhibice transkripce, ke které dochazi bud’
znemoznénim vazby transkripcnich faktort, tedy pfimo, nebo naopak vazbou proteinti
specificky interagujicich s metylovanymi useky, tedy neptimo (Robertson K.D., 2005).
Metylace DNA je diilezita pro zachovani stability genomu, uplatiiuje se ve vyvoji a udrzeni
normalni funkce bunck. Aberantni metylace vSak muze vést k deregulaci genové exprese
a ke vzniku tfady onemocnéni véetné¢ zhoubnych nadort (Jones P.A., 2012; Robertson
K.D., 2005). Predpoklada se, ze vyznamnym jevem v karcinogenezi muze byt potlaceni
exprese tumor-supresorovych genid. U ovaridlniho karcinomu je procento vzorki, v nichz
je promotor genu 7P53 metylovan, vyznamné vysSi u nadori nez u kontrol. Metylace
TP53 tak potencialné predstavuje diagnosticky marker nadord vajecnikii (Chmelarova M.
et al, 2013). Vysokd frekvence metylace byla u vysSich stadii karcinomu ovarii
pozorovana i u genu BRCAI (Teodoridis J.M. et al., 2005).

U nadorGi prsu bylo analyzou vybranych genii zjiSt€éno, Ze mira metylace zéalezi na
histologickém typu. ZvySend metylace ABCBI navic souvisela s lepSim pfezivanim
pacientek, hypometylace ABCBI naopak asociovala s pfitomnosti mutaci v genu 7P53
a s horsi odpovédi pacientek na 1écbu doxorubicinem (Dejeux E. et al., 2010). Vztah mezi
metylaci a citlivosti vii¢i chemoterapeutikim byl ukézan také in vitro. V disledku aplikace
epirubicinu a paklitaxelu doSlo v buiikkach karcinomu prsu k poklesu miry metylace
a zaroven ke zvySeni transkripce genu ABCBI (Reed K. et al., 2010). Epigeneticka
regulace klicovych gent tedy mlze hrat roli nejen ve vzniku nadorovych onemocnéni ale

také v progndze pacientek.

Diky pokrokim v mediciné umrtnost pacientek trpicich zhoubnymi nédory vajecnika
aprsu v poslednich letech klesd, tato onemocnéni vSak stile piedstavuji vyznamné
zdravotni riziko. V pfipad€ ovaridlniho karcinomu je potfeba zaméfit se na diagnostiku
Casnych stadii nemoci, tedy sekundarni Groven prevence. V pfipadé¢ obou studovanych

typt nadorii je pak vyzamna také tercidrni a kvartérni prevence, které mohou vyrazné
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ovlivnit pfezivani a kvalitu Zivota pacientek. Zde mohou hrat vyznamnou roli molekulérni
biomarkery prognézy a ucinnosti 1écby, 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 CILE PRACE

Hlavni hypotézou, vychazejici z literatury a také z vysledkd dlouhodobého vyzkumu
probihajiciho na Oddéleni toxikogenomiky SZU, byl pedoklad, ze
1) na molekularni arovni existuji rozdily mezi nadorovou a nenadorovou tkani,
i1) tyto rozdily souvisi s klinickymi charakteristikami nadoru a mohou tak slouzit
jako biomarkery potencialné vyuzitelné v prevenci relapsu ¢i progrese onemocneéni,

v prevenci nespravného vyuzivani 1é¢iv nebo v prognoze.

Prvni ¢ast prace byla zaméfena na biomarkery karcinomu vajec¢nikil. Pro studii byl vybran
panel genidl zahrnujici geny souvisejici s transportem a metabolismem [é¢iv, s bunéénym
cyklem a reparaci DNA nebo geny bunécnych receptorti, které by mohly souviset se
vznikem a rozvojem onemocnéni a odpoveédi pacientek na 1é¢bu.
Nédory vajecnikli jsou vétSinou diagnostikovany ve stadiich, kdy jsou jiz pfitomné
metastdzy, a tak je porozuméni mechanismu jejich vzniku a Sifeni klicové pro nastaveni a
uspésnost terapie. V literatufe jiz byly popsany molekuldrni rozdily mezi primarnim
nadorem a metastazami, predev§im v expresi markert EMT. Hypotézou proto bylo, Ze by
mohly existovat rozdily také v expresi dalSich faktori.
Dtlezitou soucasti validace potencidlnich biomarkerti jsou experimenty na bunécnych
liniich, které je moZzné vyuZit jak pro funkéni studie, tak také pro stanoveni €innosti 1éCiv.
Dil¢i cile studie zabyvajici se ovarialnim karcinomem byly nésledujici:
1. Zjistit, zda existuji rozdily v expresi vybranych gend mezi nadorovou
a nenddorovou tkani a mezi primarnimi nadory a metastazami a zda genova exprese
souvisi s klinickymi daty pacientek.
2. Zjistit, zda existuji rozdily v expresi vybranych kandidath mezi nadorovou
a nenddorovou tkani také na Urovni proteinu, zda je v nadorové tkani ovlivnéna
uroveil metylace DNA nebo vyskyt jednonukleotidovych polymorfismi (SNP, z
angl. single nucleotide polymorphism) v téchto genech a zda tyto zmény souvisi
s klinickymi daty pacientek.
3. Zavést kultivaci bunécnych linii karcinomu vajecnikl, zavést metodiku
hodnoceni cytotoxicity protinadorovych 1é€iv a zavést metodiku inhibice genové

exprese pomoci siRNA.
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Druha ¢ast prace se zabyvala nadory prsu. Na Oddéleni toxikogenomiky SZU bylo jiz
diive ukazano, ze exprese konkrétnich geni ABCC8 a ABCD2 hraje u nadort prsu
vyznamnou roli. Pfedkladand studie vychézela z hypotézy, ze tyto transportéry mohou
obsahovat vyznamné zmény na urovni genotypu a ze tyto zmény mohou souviset
s progndzou pacientek.
Cilem studie zabavajici se nadory prsu bylo:
1. Zavést 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 ABCC8 a ABCD2 a zda
zarode¢na genetickd variabilita souvisi s klinickymi daty pacientek nebo zda maji

jednotlivé varianty potencialni funkéni vyznam.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. VZORKY TKANI PACIENTEK A BUNECNE LINIE

3.1.1. Vzorky od pacientek s karcinomem vajecniki nebo karcinomem prsu

Ve studii zabyvajici se karcinomem vajecnikti byly pouzity vzorky krve pacientek s EOC,
vzorky primarnich nadort, intraperitonealnich metastaz vychazejicich z EOC a kontrolnich
ovarialnich tkani. Vzorky krve a primarniho karcinomu byly ziskany v letech 2009 — 2013
z Gynekologicko-porodnické kliniky Fakultni nemocnice Motol v Praze (FNM, prof.
Lukas Rob). Déle byly vzorky primarnich EOC a také intraperitonedlnich metastaz ziskany
v letech 2011 — 2016 z Gynekologicko-porodnické kliniky Fakultni nemocnice v Plzni
(FNP, doc. Jiii Bouda). Vzorky kontrolnich ovaridlnich tkani byly ziskany v letech 2010 —
2011 od pacientek, které byly 1é¢eny na Gynekologicko-porodnické klinice FNM z jiného
divodu, nez je maligni onemocnéni vejénikli. Vzorky krve pacientek s karcinomem prsu
byly ziskany z Ustavu pro pééi o matku a dit&¢ v Praze v letech 2006 — 2012 (MUDr.
Véclav Pecha).

Vzorky nadorové a kontrolni tkané byly po odbéru zamrazeny v tekutém dusiku a poté
skladovany pti -80 °C. VSechny vzorky byly histopatologicky vySetfeny a byla ovétena
pfitomnost karcinomu. Jako kontroly byly naopak pouZzity vzorky tkdni bez malignich
bunck. Vzorky krve byly po odbéru ochlazeny na ledu a nasledné skladovéany pfi -20 °C.
Vsechny pacientky poskytly informovany souhlas se zafazenim do studie. Jednotlivé studie
byly schvéleny etickymi komisemi pfislusnych instituci a byly provedeny v souladu

s Helsinskou deklaraci.

3.1.2. Bunécné linie karcinomu vaje¢niki

Cilem experimentl provedenych na vzorcich tkéni pacientek je najit kandidatni geny, resp.
proteiny, které ovliviluji prognézu onemocnéni. DileZitou soucasti validace téchto
potencidlnich biomarkeri jsou in vitro experimenty na buné¢énych liniich, které umoziuji
stanoveni mechanismu pusobeni jednotlivych markerti v nddorovych bunikach. V ramci
predklddané prace byla proto zavedena kultivace a experimenty se tiemi lidskymi

bunéénymi liniemi karcinomu ovarii: NCI/ADR-RES (National Cancer Institute,
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Frederick, MD, USA), OVCAR-3 (Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Némecko)
a SKOV-3 (Cell Lines Service GmbH).

Linie NCI/ADR-RES byla dlouhou dobu povazovana na linii karcinomu prsu, avSak
pozdéji bylo prokazano, Ze se jednd o karcinom vajecnikli (Liscovitch M. et Ravid D.,
2007). Linie byla odvozena od HGSC typu a je rezistentni vici doxorubicinu
(http://web.expasy.org). Od karcinomu ovarii byly odvozeny i dalsi dvé¢ linie, OVCAR-3 a
SKOV-3. Linie OVCAR-3 pochazi od pacientky s progresivnim relabujicim nadorem
HGSC typu, je citliva vici ptisobeni karboplatiny a stfedné citliva vici paklitaxelu. Bunky
linie SKOV-3 pochézeji z endometroidniho nebo svétlobunééného karcinomu a vuci

karboplatin€ a paklitaxelu jsou stfedné citlivé (Beaufort C.M. et al., 2014).

3.2. ZPRACOVANI A ANALYZA VZORKU TKANI

Vzorky ovaridlni tkané (primarni karcinom vajecnikt a intraperitonedlni EOC metastazy,
kontrolni ovaridlni tkan), které byly pouzity v jednotlivych studiich (viz Vysledky, kap.

4.1.,s. 58 — 59), byly zpracovany postupem schematicky zndzornénym na obr. 8.

homogenizace tkané v tekutém dusiku

O

izolace genomové DNA,
celkové RNA a proteinu

2

stanoveni koncentrace DNA

e

analyza metylace
kandidatnich genl

U

stanoveni koncentrace RNA

U

syntéza cDNA

O

preamplifikace cDNA*

O

stanoveni gencvé exprese

&

stanoveni koncentrace proteinu

O

imunoblot kadidatnich proteind

Obr. 8: Schéma zpracovani vzorktl ovarialni tkané. Cast postupu uvedend v ramecku je
spolecnd pro vSechny typy tkéani, ostatni metody byly pouZity pouze u vybranych
primarnich EOC a kontrolnich ovarii.

*Preamplifikace byla aplikovdna u vzorkl pouzitych v pilotni studii a ve studii zabyvajici
se metastazami (viz kap. 4.1., s. 58 — 59).
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3.2.1. Izolace RNA, DNA a proteinu z tkani

Vzorky tkani byly zpracovany s pouzitim AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kitu (Qiagen,
Hildesheim, Némecko), ktery diky pouziti kolonek specificky vazajicich DNA a RNA
umoznuje paralelni izolaci genomové DNA, celkové RNA a celkového proteinu z jednoho
vzorku. Kousek tkan¢ o velikosti pfiblizné 3 — 5 mm v priiméru byl v misce s tekutym
dusikem podrcen na prasek, ktery byl ptfenesen do mikrozkumavky obsahujici lyzacni pufr.
Nasledné byl pro izolaci DNA, RNA a proteinu pouzit postup doporuceny vyrobcem
(www.qiagen.com). Izolovand RNA byla skladovana pii -80 °C, DNA a protein byly
uloZeny pfi -20 °C.

Pro izolaci DNA byla vyuzita metoda fenol-chloroformové extrakce podle protokolu
popsaného autorkami Topi¢ E. et Gluhak J. (1991). Izolaci provedl pan S. Horsky (SZU).
Kousek tkan¢ byl v misce s tekutym dusikem podrcen na prasek, ktery byl pfenesen do
mikrozkumavky obsahujici lyzacni pufr. Lyzat byl poté oSetfen proteinazou K. DNA byla
extrahovana do smési fenolu a chloroformu, srdzena etanolem a nakonec rozpusténa v

NFW. Izolovana DNA byla skladovana pii -20 °C

3.2.2. Prace s RNA a analyza genové exprese
3.2.2.1. Stanoveni koncentrace a kontrola kvality RNA

Koncentrace RNA izolované pomoci AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kitu byla stanovena
pomoci kitu Quant-iT RiboGreen RNA Reagent and Kit (Invitrogen, Eugene, OR, USA).
Metoda je zaloZena na spektrofotometrickém stanoveni intenzity flourescence, ktera
odpovida koncentraci RNA (www.thermofisher.com).

Pti stanoveni bylo postupovano dle ndvodu vyrobce. K roztokiim standardni RNA (rozsah
koncentrace 20 — 1000 ng/ml) 1 k roztokim vzorkd bylo pfidano fluorescencni ¢inidlo;
RNA izolovand ze vzorkil byla v reakéni smési 4000x natfedéna. Fluorescence byla
zméfena pomoci pfistroje Infinite M200 (Tecan, Minnedorf, Svycarsko). Koncentrace
RNA ve vzorcich byla vypoctena z rovnice regrese kalibracni kiivky.

U vybranych vzorkl byla zhodnocena kvalita RNA; pomoci Agilent RNA 6000 Nano Kitu
a pfistroje 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) byl stanoven
RIN (z angl. RNA integrity number). Stanoveni je zaloZeno na elektroforetické separaci
fragmenti RNA v mikrokapildrach, které je automaticky vyhodnoceno podle velikosti

fragmentd markeru (Mueller O. et al., 2000; Schroeder A. et al., 2006). Pti stanoveni bylo
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postupovano dle doporuceni vyrobce. Vzorky, které mély RIN > 4, byly ponechany ve
studii, degradované vzorky (RIN < 1) byly vyfazeny (obr. 9).

Vzorek saptzek 1 2 3 4 5

E 3
Vzorek RIN
1 7.80
e - . 2 7,40
2000 —  — S—
E 1000 — — 3 neuréeno
- 4 1
o 5 7,20

Obr. 9: Priklad vysledkli méfeni RIN — elektroferogram ptevedeny do formatu klasické
gelové elektroforézy. Jako prvni je vzdy analyzovan tzv. Zebficek obsahujici smés
fragmentll RNA o definované délce v nukleotidech (nt).

3.2.2.2. Syntéza a kontrola kvality cDNA
RNA byla prepsana do cDNA pomoci kitu RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

(MBI Fermentas, Vilnius, Litva) s vyuZitim ndhodnych hexamert jako primerd. Soucasné
se vzorky byla vZzdy pfipravena i pozitivni kontrola bez RNA a ke kazdému vzorku také
negativni kontrola bez transkriptdzy, s nimiz bylo nakladano stejné jako se vzorky.

cDNA byla pfipravena podle doporuceni vyrobce. Pro syntézu bylo pouzito 0,5 pg RNA
nafedéné ve vode bez nukledz (NFW, z angl. nuclease-free water) do celkového objemu
13 pl. Pfipravend cDNA byla uloZena pii -20 °C.

Cistota pfipravené cDNA byla zhodnocena pomoci polymerazové fetézové reakce (PCR,
z angl. polymerase chain reaction) fragmentu kontrolniho genu pro ubiquitin C (UBC) na
ptistroji GeneAmp 9700 PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), jak
bylo popsano diive (Soucek P. et al., 2005). Kvalita cDNA byla zkontrolovana na pfistroji
Rotor-Gene 6000 (Corbett Research, Sydney, Australie) pomoci real-time PCR
kontrolniho genu pro peptidyl-prolyl izomerdzu A (PPIA; metodika bude podrobné

popsana v kap. 3.2.2.4., s. 43 — 44), ktery je v ovarialni tkani stabilné exprimovan.
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3.2.2.3. Preamplifikace cDNA

Preamplifikaci byly ve vzorcich obohaceny sekvence ¢cDNA odpovidajici vybranym
cilovym gentim (pfiloha 1). Reakéni smés obsahovala 2,5 ul nepreamplifikované cDNA,
5x PerfeCTa PreAmp SuperMix (Quanta Biosciences, Beverly, MA, USA) a smés prob
TagMan Gene Expression Assay (kazdd z nich 0,2x fedénd; Applied Biosystems)
v celkovém objemu 25 pl. PCR reakce se skladala z denaturace (2 min pii 95 °C)
a 14 preamplifikacnich cykld (10 min pfi 95 °C, 3 min pii 60 °C) podle doporuceni
vyrobce.

3.2.2.4. Stanoveni genové exprese pomoci real-time PCR s relativni kvantifikaci

Pro stanoveni relativni genové exprese byl pouzit piistroj ViiA7 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) a chemikalie TagMan Gene Expression Assays, které kromé
neznacenych primert specifickych pro dany gen obsahuji také proby. Ty maji na jednom
konci navazanou fluorescencni znacku, na druhé strané pak tzv. zhaseC fluorescence.
V priibéhu syntézy nového vldkna je proba degradovana, zhasec¢ a fluorofor jsou oddéleny,
a tak je mozné detekovat signal, ktery je Umérmny mnozstvi ¢cDNA ve vzorku
(www.thermofisher.com).

Seznam genll stanovenych v jednotlivych studiich je uveden v pfiloze 1. Studie spliiovaly
podminky pro publikovani vysledki kvantitativni real-time PCR (tzv. kritéria MIQE
zangl. Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR
Experiments; Bustin S.A. ef al., 2009). Vzorky byly analyzovany v duplikatech; jestlize
byla smérodatnd odchylka jednotlivych méteni > 0,5 Ct, vzorky byly pieméfeny.
Pti analyze jednotlivych genil byla vZdy zafazena i negativni kontrola bez cDNA.

Profil reakce optimalizované na nejvyssi moznou uc¢innost (90 — 100 %) byl nejprve 2 min
pii 50 °C, poté denaturace 10 min pii 95 °C a nésledné€ 45 cykli denaturace, nasedani
primeri a syntézy vlakna 15 sec pii 95 °C a 1 min pfi teploté nasedani primera (pfiloha 1).
V jednotlivych studiich byl pouzit 2x TagMan Gene Expression Master Mix (Applied
Biosystems) nebo 5x Hot FirePol Probe qPCR Mix Plus (Solis BioDyne, Tartu, Estonsko).
Reakéni smés dale obsahovala pfislusnou 20x TagMan Gene Expression Assay a 2 ul
cDNA, ktera byla 32x fedéna v TE pufru v piipadé preamplifikovanych vzorkt, resp. 8x
v NFW v pfipadé nepreamplifikovanych vzorkl. Celkovy objem reakéni smési byl 5 pl.

Teplotni profil reakce pfi stanoveni vzorki byl stejny jako pii optimalizaci reakéni
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ucinnosti; pro jednotlivé proby byly zohlednény zménéné teploty nasedani primert
a syntezy.

Aby mohla byt data ziskand pomoci real-time PCR s relativni kvantifikaci vzajemné
porovnana, byla normalizovana vii¢i expresi referencnich genti. Stabilita Sesti genti byla
zhodnocena pomoci programi NormFinder (Molecular Diagnostic Laboratory, Aarhus
University Hospital, Aarhus, Dansko) a geNorm (Vandesompele J. et al., 2002). Jako
referencni byly vybrany tii z testovanych gent, které mély v ovarialni tkani nejstabilné;si

expresi.

3.2.2.5. Statistické vyhodnoceni dat ziskanych pomoci real-time PCR

Relativni genova exprese byla mezi jednotlivymi typy vzorka (tj. kontrolami, primarnimi
nadory, intraperitonedlnimi metastdzami) porovnana pomoci programi REST 2009
(Qiagen; Pfaffl M.W. et al., 2002) nebo SPSS v16.0 (Mann-Whitneyho a Kruskal-Wallisiiv
test; SPSS Inc, Chicago, IL, USA). Validita vysledki 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. Relativni exprese cilovych geni byla normalizovdna na
prumérnou expresi referencnich genli a nasledné bylo Kolmogorov-Smirnovovym testem
zhodnoceno rozlozeni dat. Vzhledem k tomu, ze v kazdém ze studovanych soubord byly
zjiStény geny s expresnimi hladinami odchylujicimi se od normalniho rozdé€leni, pro dalsi
analyzy byly pouzZity neparametrické testy. Pro hodnoceni korelace exprese
s kontinualnimi veli¢inami (exprese proliferacniho markeru Ki67, vék pacientky v dobé
diagnézy) byl aplikovan Spearmaniiv test, pro faktorialni veli¢iny (stage, grade,
histologicky typ, rezistence vii¢i chemoterapii) byl pouzit Mann-Whitneyho nebo Kruskal-
Wallistv test.

Prezivani pacientek s nadory vajecnikii bylo hodnoceno jako vztah genové exprese a délky
preziti do progrese onemocnéni (PFS), tedy doby od chirurgického odstranéni nadoru do
progrese €i relapsu onemocnéni nebo do umrti pacientky, ptipadné do posledni kontroly,
kdy byla pacientka bez znamek recidivy. Exprese byla pro tyto Gc¢ely rozdélena na hodnoty
vy$§i, resp. niz§i nez byl median exprese daného genu. Pro analyzu piezivani byl vyuZzit
log-rank test. Validita vysledkt byla ovéifena Coxovou regresi (podminky Coxovy regrese

jsou uvedeny ve vysledkové casti u jednotlivych studii).
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Jako signifikantni byly u vSech testii povazovany vysledky s hodnotou p < 0,05.

3.2.3. Prace s proteinem a analyza proteinové exprese
3.2.3.1. Stanoveni koncentrace proteinu

Koncentrace celkového proteinu izolovaného ze tkani pomoci AllPrep DNA/RNA/Protein
Mini Kitu byla stanovena pomoci Pierce BCA Protein Assay Kitu (Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA). Metoda je zalozena na redukci a nasledné chelataci ionti médi, pfi
nichz dochazi ke zméné zbarveni roztoku. Mira zbarveni je pfimo imérna koncentraci
proteint v roztoku (www.thermofisher.com).

Reakéni roztok pfipraveny podle navodu vyrobce byl pfidan ke kalibraénim roztokiim
(rozsah 16 — 2000 pg/ml) a ke vzorklim proteinu. Absorbance pii 562 nm byla zméfena na
pristroji Infinite M200 a koncentrace proteinu ve vzorcich byla vypocétena z rovnice

regrese kalibracni kiivky.

3.2.3.2. Imunoblot

Imunoblot je metoda zaloZena na separaci proteinli podle molekulové hmotnosti a jejich
nasledné detekci pomoci protilatky specificky interagujici s ur€itym proteinem. V této
praci byly analyzovany proteiny PRC1 a ABCA2 vybrané na zaklad¢ vysledkt studia
genové exprese v tkani karcinomu vajecnikii. Protein ABCA2 vSak nebylo moZné ve
vzorcich stanovit, proto jsou uvedeny pouze informace tykajici se proteinu PRCI.

Vzorky proteinu byly denaturovany 10 min pii 95 °C a nasledné byly s vyuzitim aparatury
Mini-PROTEAN (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) rozdéleny pomoci -elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu v prostiedi dodecylsulfatu sodného (SDS-PAGE). Soucasné se
vzorky byl vzdy analyzovén i referencni vzorek proteinu z bunééné linie karcinomu prsu
MDA-MB-231 a na gel byl aplikovan marker pro odecet molekulovych hmotnosti
(Precision Plus Protein Dual Color Standard, Bio-Rad).

Po ukonceni SDS-PAGE byly proteiny z gelu pieneseny pomoci piislusenstvi Criterion
Blotter (Bio-Rad) na nitrocelulozovou membranu Amersham Protran 0.2 NC (GE
Healthcare Life Sciences, Marlborough, MA, USA). Nespecifickd vazebnd mista byla
blokovana blokovacim c¢inidlem Blocker BLOTTO in TBS (solny roztok pufrovany

pomoci tris(hydroxymethyl)aminomethanu; Thermo Scientific).
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Po blokovani byla membrana inkubovéna s roztokem primarni protilatky. Pro detekci
proteinu PRC1 byla pouzita monoklonalni kralici IgG protilitka PRC1 Antibody
(EP1513Y, Novus Biologicals, Littleton, CO, USA) fedéna 1 : 1000 v 5x fedéném
blokovacim ¢inidle. Jako referencni gen byl detekovan také [-aktin; byla pouzita
monoklonélni krali¢i IgG protilatka B-Actin (13E5) Rabbit mAb #4970 (Cell Signaling
Technology, Danvers, MA, USA) fedéna 1 : 2000 v blokovacim C¢inidle. Déle byla
aplikovana kozi sekundarni protilatka proti kralicimu IgG Anti-Rabbit IgG znacena
kienovou peroxidazou (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) fedéna 1 : 10 000 v TBST
(TBS + Tween 20). Proteiny PRC1 a p-aktin byly vizualizovany pomoci
chemiluminiscencni  reakce s pouzitim chemikalii  SuperSignal West Pico
Chemiluminescent  Substrate  (Thermo Scientific). Obarvené membrany byly
vyfotografovany pfistrojem Odyssey Fc (LI-COR Biotechnology, Lincoln, NE, USA).
Denzitometrické vyhodnoceni bylo provedeno v programu Image Studio v4.0.21 (LI-COR
Biotechnology).

3.2.3.3. Statistické vyhodnoceni udajiu ziskanych 7 imunoblotii

Data ziskand z denzitometrického vyhodnoceni imunoblotd proteinu PRCI byla
normalizovana vzhledem k expresi (denzité) referen¢niho proteinu (B-aktinu). V dalSim
kroku pak byla normalizovana exprese ve vzorcich vztazena k expresi v referen¢nim
vzorku (MDA-MB-231).

Pro statistické vyhodnoceni byl pouZit program SPSS v16.0. Spearmanovym testem byla
zjiSténa vzajemna korelace exprese na urovni proteinu a mRNA, Kruskal-Wallisovym
testem byla porovnana exprese PRC1 v nadorovych vzorcich a kontrolach. Kruskal-
Wallistv test a log-rank test byly pouzity pro zhodnoceni vztahu mezi proteinovou expresi
a klinickymi daty pacientek, resp. délkou piezivani pacientek (postup analyz je podrobné&ji

popséan v kap. 3.2.2.5., s. 44).

3.2.4. Prace s DNA a analyza metylace DNA
3.2.4.1. Stanoveni koncentrace DNA

Koncentrace DNA izolované pomoci fenol-chloroformové extrakce byla stanovena pomoci

Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kitu (Invitrogen). Princip metody je stejny jako v
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ptipad¢ stanoveni koncentrace RNA, v tomto kitu vSak barvici roztok specificky interaguje
s dsDNA a umoznuje tak jeji kvantifikaci (www.thermofisher.com).

Nejprve byly piipraveny roztoky standardni DNA o koncentraci 50 — 1000 ng/ml. Ke
vzorkim 1 k roztokiim standardni DNA byl pifidan barvici roztok; vysledné tedéni
stanovované DNA v reakéni smési bylo 200x. Hodnoty fluorescence byly zmétfeny na
ptistroji Infinite M200 za stejnych podminek a vyhodnoceny stejnym zpisobem jako
v ptipad¢ stanoveni koncentrace RNA (kap. 3.2.2.1., s. 41).

3.2.4.2. Metylacné-specificka vysokorozliSovaci analyza k¥ivek tani

DNA izolovana ze vzorkl karcinomu vajecniki a z kontrolnich ovaridlnich tkani byla
analyzovana metodou metylacné-specifické vysokorozliSovaci analyzy kiivek tani (HRM,
z angl. high-resolution melting). Metoda je zaloZena na aplikaci bisulfitové konverze a
nasledné PCR amplifikaci. Cytosin obsaZzeny v DNA je chemicky konvertovan na uracil,
zatimco 5-metylcytosin zastava nezménén (Frommer M. et al., 1992). Zaménou cytosinu
za uracil dochazi ke zméné teploty tani vldkna DNA, kterou je mozné detekovat a
kvantifikovat na zdklad€¢ analyzy kiivek tani (Wojdacz T.K. et al., 2007). Metoda byla
aplikovana pro analyzu metylace v promotorové oblasti genu ABCBI.

Pomoci programu MethPrimer software (Li L.C. et Dahiya R., 2002) byly v genu ABCBI
identifikovany tfi CpG ostrivky a nasledn€¢ byly navrzeny primery (tab. 3, s. 45). Pro
konverzi DNA byl vyuzit EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen) a bylo postupovano podle navodu
vyrobce (www.qiagen.com). Pro HRM analyzu bylo pouZzito 10 ng konvertované DNA.
Analyza probihala na pfistroji Rotor-Gene 6000 s pouzitim EpiTect HRM Kitu (Qiagen).
Podminky PCR byly nasledujici: poc¢atecni denaturace 10 min pii 95 °C a poté 45 cyklu
slozenych z denaturace 15 s pii 94 °C, nasedani primeri za podminek uvedenych v tab. 3
(s. 45) a syntézy vlakna 30 s pii 72 °C. Nasledovala finalni syntéza 10 min pii 72 °C a
HRM analyza v rozpéti 65 — 95 °C s krokem po 0,1 °C/cyklus.

Aby bylo mozné metylaci vzorkit DNA kvantifikovat, soucasn¢ se vzorky byly vzdy
analyzovany i kalibra¢ni roztoky obsahujici 0, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 a 100 %
metylované DNA, které byly pfipraveny smisenim plné metylované a nemetylované DNA
(EpiTect Control DNA, methylated; EpiTect Control DNA, unmethylated, Qiagen)
v ptisluSnych pomérech. Ziskana data byla vyhodnocena pomoci programu Rotor-Gene

Q v6.0 (Corbett Research).
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Tab. 3: Sekvence primert a podminky nasedani optimalizované pro jednotlivé primery pro
pouziti pti PCR amplifikaci a nasledné HRM analyze genu ABCBI.

Oblast Sekvence primerd 5” — 3’ Délka [bp] Podminky”

| F: TTAGAGAGGTGTAATGGAAGTTAGAATATTTT 140 30's. 59 °C
R: CACTATTCCTACCCAACCAATCAA >

) F: GTTGATTGGTTGGGTAGGAAT 132 30s. 55 °C
R: CAAACAACAACCTCTACTTCTTTAAA >

3 F: TTTTTTAGGTTTTTTTATTAAAGT 124 30's. 50 °C
R: CTTAAAAACTATCCCATAATAACTC >

. F: AGATTTAGGAGTTTTTGGAGTAG o] 105,50 °C
R: CTCAAAAAACAAATCCCC >

5 F: TTGTGGAGATGTTGGAGATT 132 30561 °C
R: ACACAAAATCTCCAACATCTCCA >

6 F: TTGTGGAGATGTTGGAGATTT 116 60 s. 58 °C
R: CCATCAAAACCAAAAAACAAT >

7 F: TGATGGGGGATTAGAGGTTAGTT 136 305,57 °C
R: AAAATTCTTCTTCTTTACTCCTCCATTA >

*Podminky nasedani primerii optimalizované pro jednotlivé Giseky.
F = forward, ptimé vlakno; R = revers, zpozd'ujici se vlakno.

3.2.4.3. Statistické vyhodnoceni metylacné-specifickych HRM analy?,

Statistické vyhodnoceni vysledki metylacni analyzy bylo provedeno v programu SPSS
v16.0. Uroven metylace genu ABCBI ve vzorcich DNA byla pomoci Spearmanova testu
porovnana s hladinou jeho genové exprese. Pomoci Mann-Whitneyho, Kruskal-Wallisova
a Spearmanova testu byl dale zhodnocen vztah metylace ABCBI ke klinickym datim
pacientek s ovaridlnim karcinomem. Vztah mezi Grovni metylace ABCBI a délkou PFS
pacientek byl hodnocen pomoci log-rank testu. Postup analyz je podrobnéji popsan

v kapitole 3.2.2.5. (s. 44).

3.3. ZPRACOVANI A ANALYZA VZORKU KRVE

Ze vzorkl krve od pacientek s karcinomem vajecnikil nebo prsu byla izolovana DNA.
DNA pacientek s nadory vajecnikti byla vyuzita pro genotypizaci kandidatnich gent

vybranych na zaklad¢ studia genové exprese, tj. metodami HRM a alelické diskriminace
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byly analyzovany jednonukleotidové polymorfizmy gentt ABCA2 a PRCI. DNA pacientek
s nadory prsu byla analyzovana metodou sekvenovani nové generace na pfistroji GS Junior
(Roche, Branford, CT, USA).

DNA byla izolovana z plné periferni krve odebrané do vacutainerti s antikoagula¢nim
¢inidlem K;EDTA. Izolace byla provedena pomoci fenol-chlorformové extrakce panem S.
Horskym (SZU; kap. 3.2.1., s. 41). Koncentrace DNA izolované z krve byla stanovena s
pouzitim Quant-iT PicoGreen dsDNA Assay Kitu (kap. 3.2.4.1., s. 47).

3.3.1. Stanoveni jednonukleotidovych polymorfizmi vybranych genii

Na zaklad¢ vysledkt studia genové exprese v tkani ovaridlniho karcinomu byly vybrany
geny PRCI a ABCA2, u nichz byla studovéana geneticka variabilita, konkrétné SNP. Jelikoz
je u genit PRCI a ABCA2 znamo velké mnoZzstvi SNP (www.ensembl.org;
www.ncbi.nlm.nih.gov), pro genotypizacni analyzy byly vybrany takové polymorfizmy,
jejichz minoritni alela se v evropské populaci vyskytuje minimalné ve 3 % ptipadl, nebo

které maji klinicky vyznam (tab. 4, s. 50).

3.3.1.1. Alelicka diskriminace

Pro alelickou diskriminaci byl pouzit TagMan Genotyping Master Mix (Applied
Biosystems), ktery funguje na podobném principu jako TagMan Gene Expression Master
Mix (kap. 3.2.2.4., s. 43). Metoda vyuzZiva real-time PCR; rozliSeni dvou variant SNP je
umoznéno piitomnosti dvou prob, které jsou znaCeny dvéma rtiznymi fluorescen¢nimi
barvami. Jsou-li ve vzorku detekovany obé barvy, je alela oznacena jako heterozygot,
v opacném piipadé jako homozygot.

Reakéni smés pro real-time PCR obsahovala 2x TagMan Genotyping Master Mix, 40x
TagMan SNP Genotyping Assay (Applied Biosystems; seznam je uveden v tab. 5., s. 50)
a vzorek DNA fedény v NFW v celkovém objemu 5 pl. Pro detekci PRCI byla pouzita
koncentrace DNA 8 ng/ul, pro detekci ABCA2 4 ng/ul. Soucasn¢é se vzorky byla vzdy
analyzovana také negativni kontrola neobsahujici DNA.

Pro analyzu alelické diskriminace byl vyuzit pfistroj ViiA7 Real-Time PCR System.
Program reakce byl 30 s pfi 60 °C, denaturace 10 min pii 95 °C a dale 45 cykla:
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denaturace 15 s pii 95 °C a nasedani primert a syntéza vlakna 1 minutu pii 60 °C.

Zavérecny krok byl 30 s pii 60 °C.

Tab. 4: Polymorfizmy genti PRC1 a ABCA?2 vybrané pro genotypizacni analyzy.

Cislo SNP  Typ varianty gf;t/mln. f;:::;ﬁ:;muc ﬁ;}e}lgvence Klinicky vyznam

PRC1

rs12910825" intron A/G 15:90968030 38 dédi¢ny nador prsu

rs8042680° intron C/A 15:90978107 33 diabetes typu 2

rs8028856"  intron A/G 15:90987590 26 dédi¢ny nador prsu

rs2290203° intron G/A 15:90968837 21 nador prsu

rs8031684" intron T/A 15:90984221 19 dédi¢ny nador prsu

rs11852999° intron C/T 15:90971530 7 nador prsu

ABCA2

rs2271862° synonymni  A/G 9:137011907 33 -

157048567 synonymni G/A 9:137009585 27 -

rs908832°  synonymni  A/G 9:137018032 3 Alzheimerova
choroba

“SNP analyzované metodou HRM.

°SNP analyzované metodou alelické diskriminace.

“Cislo chromozomu:poifadi nukleotidu smérem od p raménka ke q raménku chromozomu.
Vztazeno k referencni sekvenci NC_000015.10 (PRC1I), resp. NC_000009.12 (ABCA2).
Dle 1000 Genomes Project (1000 Genomes Project Consortium, 2010).

Maj. = majoritni alela; min. = minoritni alela. Uvedend zdména je na + vlakné¢ DNA.

Tab. 5: Seznam SNP a prob (TagMan SNP Genotyping Assay) pouZitych pro alelickou
diskriminaci gentt PRC1 a ABCA2.

PRC1 ABCA2

Cislo SNP  Assay Cislo SNP  Assay
152290203  C 2999698 1  [rs908832 C _9456380_10
rs8042680 C 2999711 10 |rs2271862 C_ 15961241 10
rs11852999 C 2999702 10 |rs7048567 C 31786332 20

Frekvence alel (p, ¢) byla vypoctena podle nasledujicich vzorct, kde N je celkovy pocet
genotypl, (AA) je pocet standardnich homozygotii, (BB) je pocet variantnich homozygoti
a (AB) je pocCet heterozygotu.
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p=|a4) +1-B)|/N

q=|(BB)+1 B)|/N

3.3.1.2. VysokorozliSovaci analyza kiivek tani detekujici SNP

Zaménou nukleotidit v sekvenci genit dochazi ke zméné teploty tani DNA, kterou je
mozné, podobné jako metylaci DNA (kap. 3.2.4.2., s. 47), detekovat pomoci HRM
analyzy. Tato metoda byla pouzita pro tfi SNP genu PRC].

Reakéni smés o celkovém objemu 10 pl obsahovala 2x Type-it HRM PCR MasterMix
(Qiagen), 0,3uM primery pro piimé a zpozd'ujici se vlakno a DNA o koncentraci 4 ng/pl.
Sekvence primert (tab. 6) byly navrzeny v programu Primer3 v4.0.0 (http://primer3.ut.ee).
HRM probihalo na pfistroji Rotor-Gene 6000 a soucasti kazdé analyzy byla také negativni
kontrola bez DNA.

Program PCR byl nasledujici: pocatecni denaturace 10 min pii 95 °C a poté 40 cykla
sloZzenych z denaturace 30 s pii 95 °C, nasedani primerti 30 s pii 58 °C a syntézy vldkna
30 s pti 72 °C. Nasledovala HRM analyza v rozpéti 65 — 95 °C s krokem po 0,1 °C/cyklus.
Vyhodnoceni vysledkit HRM analyzy bylo provedeno v softwaru Rotor-Gene Q 2.0.2
(Qiagen). Frekvence variantnich alel byla vypoctena podle vzorce uvedeného v kapitole

3.3.1.1. (s. 49 — 51).

Tab. 6: Sekvence primert pouzité pii HRM analyze tii SNP genu PRCI.

Cislo SNP  Sekvence primeri 5° — 3” Délka amplikonu [bp]

F: CGTCTGGTTTGGGTTGCTAT
rs12910825 & CTGAGGCCTTGTAACCTGCT 171

sonsss T TACCAGGGAGTCTTAGTTG 5
' R: AAAATACAAATTTAACTGGCTTCTG

F: GAAAGCACGCCATTGCAC
8031684 b ACAAGAGGGAAAACAGTCCA 155

F = forward, pfimé vlakno; R = revers, zpozd'ujici se vlakno.
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3.3.1.3. Statistické vyhodnoceni stanoveni SNP

Vztah jednotlivych genetickych variant gent PRCI a ABCA2 ke klinickym datim
pacientek s karcinomem vaje¢nikll byl vyhodnocen s pouzitim programu SPSS v16.0. Jako
referencni byl pouzit standardni genotyp, v piipadé hodnoceni vyskytu majoritni alely byl
jako referen¢ni genotyp pouzit variantni homozygot.

Vztahy mezi vyskytem SNP a stddiem, histologickym typem a stupném diferenciace
nadorovych bun¢k byly hodnoceny pomoci kontingencnich tabulek a Mantel-
Haenszelovym testem a korelace s expresi markeru Ki67 byla hodnocena Spearmanovym
testem. V piipadé genu PRCI byl Kruskal-Wallisovym testem navic hodnocen vtah mezi
genotypem a mirou genové a proteinové exprese. Pro hodnoceni piezivani pacientek byl
vyuzit log-rank test a Coxova regrese (multiparametricka analyza vztazend na stadium,
grade, histologicky typ a vyskyt vzdalenych metastaz).

V programu HaploView v4.2 (Barrett J.C. et al., 2005) byl u vybranych polymorfizmu
hodnocen také haplotyp, tedy sila vazby mezi jednotlivymi SNP. U vybranych SNP byl
dale s vyuzitim programu RegulomeDB v1.1 (Boyle A.P. et al., 2012) hodnocen jejich

potencialni funkéni vyznam.

3.3.2. Sekvenovani nové generace

Vzorky DNA izolované z krve pacientek s karcinomem prsu byly analyzovany na
sekvenatoru nové generace GS Junior. Pro sekvenovani na pfistroji GS Junior je vyuZivana
technologie tzv. pyrosekvenovani. Pii této metod¢ jsou vzorky DNA fragmentovany
a amplifikovany emulzni PCR. Sekvenovéani probihd syntézou; v kazdém cyklu je do
reakéni smési pridan jeden typ deoxynukleotidii. Pokud je zabudovan do nového vldkna
DNA, uvolnény pyrofosfat je sulfurylazou inkorporovan do molekuly ATP, kterd je
vyuzita pro oxidaci luciferinu. Emitované svétlo je poté detekovano kamerou (Metzker
M.L., 2010).

Soucasti predkladané prace je pyrosekvenovani exonti geni ABCCS a ABCD2 ze vzorkl
krve pacientek s karcinomem prsu. Podle vysledki zjisténych na Oddéleni toxikogenomiky
SZU jsou tyto geny potencialnimi prognostickymi faktory karcinomu prsu souvisejici
s progresi nadoru a odpovédi pacientek na terapii (Hlava¢ V. et al., 2013). V obou smérech
byly sekvenovany vSechny exony obou geni (39 exonti genu ABCCS, 10 exoni ABCD?2)

a také 30 bp z okolnich introni.
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DNA byla nejprve fragmentovana na pfistroji Bioruptor Plus (Diagenode, Liege, Belgie).
S pouzitim chemikalii SeqCap EZ Choice (Nimblegen, Roche) byly obohaceny sekvence
studovanych geniti a s pouzitim Rapid Library Preparation Kitu (Roche) byly podle navodu
vyrobce piipraveny knihovny jednotlivych vzorkit DNA. S pomoci emPCR Kitu (Roche)
a GS Junior Titanium Sequencing Kitu (Roche) byly vzorky pfipraveny pro sekvenovani
na pfistroji GS Junior. Zakladni nastaveni sekvenace bylo ,,Full Processing for Shotgun or

Paired End Sequencing, 200 cycles (500 bases).*

3.3.2.1. Hodnoceni dat ziskanych pomoci NGS

Data ziskana sekvenovanim byla zpracovana pomoci softwaru Sequence Pilot (JSI Medical
Systems, Ettenheim, Némecko) s nasledujicimi parametry: minimalni absolutni pokryti: 15
(kombinované); minimalni absolutni pokryti v obou smérech: 5; minimdalni procento
pokryti: 10 % v kazdém sméru; hranice skore kvality: 10. Varianty byly filtrovany
s pokrytim > 30 a s alternativni frekvenci alel > 0,2.

Vztahy detekovanych mutaci s klinickymi daty pacientek (grade, velikost nadoru, postizeni
lymfatickych uzlin, exprese hormonalnich receptori, HER2 a Ki67, odpovéd na
neoadjuvantni chemoterapii) byly hodnoceny v programu SPSS v15.0 pomoci
jednosmérného testu ANOVA, pomoci Pearsonova chi kvadrat testu a Spearmanova testu.
Prezivani pacientek (PFS) bylo hodnoceno log-rank testem metodou Kaplan-Meiera.
Vyznam zjisténych SNP byl hodnocen in silico s pouZitim programi Regulome DB v1.1,
SIFT (Sim N.-L. et al., 2012), PolyPhen-2 (Adzhubei [.A. ef al., 2010) a HaploReg v2 a v3
(Ward L.D. ef Kellis M., 2012).

3.4. PRACE S BUNECNYMI LINIEMI

V ramci predkladané studie byla zavedena prace se tiemi bunénymi liniemi karcinomu
vajeCnikll (NCI/ADR-RES, OVCAR-3, SKOV-3). Tyto linie byly charakterizovany z
hlediska cytotoxicity paklitaxelu a karboplatiny, chemoterapeutik standardné vyuZzivanych
pii 1é¢bé nadord vajecnika, a dale byly provedeny pilotni experimenty pro zavedeni
inhibice exprese kandidatnich gent a proteini pomoci specifickych siRNA (z angl. short

interfering RNA).
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3.4.1. Kultivace bunéénych linii

Alikvoty jednotlivych bunécnych linii v pfislusSném kultivaénim médiu (viz dale)
s ptidavkem 10 % dimethylsulfoxidu (DMSO) byly uchovavany v kapalném dusiku. Po
rozmrazeni byly pfevedeny do kultivatniho média a kultivovany v CO; inkubatoru
(SANYO Electric Biomedical Co., Ltd., Osaka, Japonsko) pii 37 °C s 5% atmosférou
oxidu uhli¢itého. Zakladnim kultivaénim médiem pro linie NCI/ADR-RES a OVCAR-3
bylo RPMI 1640, pro linii SKOV-3 médium McCoy’s 5A. Ob¢ tato média obsahovala
ptidavek L-glutaminu (300 pg/ml), pyruvatu sodného (110 pg/ml), penicilinu (100 U/ml),
streptomycinu (100 pg/ml), hydrogenuhli¢itanu sodného (1,95 mg/ml), HEPES pufru
(kyselina 2-[4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinyl] etansulfonovd; 15 mmol/l) a fetdlniho
bovinniho séra (10 %; v§e PAN Biotech GmbH, Aidenbach, Némecko).

Bunééné linie byly vzdy kultivovany do cca 90 % konfluence, poté byly pasazovany, tj.
byly trypsinovany (0,25% roztok trypsinu s 0,02% EDTA; PAN Biotech GmbH) a
nafedény do cerstvého kultivaéniho média. Pro experimenty byly vyuzity bunky, které
byly pasazovany méné nez Ctyficetkrat. Analyzou STR (z angl. short tandem repeat) bylo

ovéieno, ze u takto kultivovanych bunék nedochazi ke zménam v DNA.

3.4.2. Stanoveni cytotoxicity paklitaxelu a karboplatiny

Aby mohla byt porovnana citlivost jednotlivych linii karcinomu vajec¢niki vii¢i paklitaxelu
a karboplatin€, byla stanovena cytotoxicita téchto latek. Nejprve byly pomoci kitu
CellTiter 96 AQyueous One Solution Cell Proliferation Assay (Promega, Madison, W1, USA)
stanoveny koncentrace, které maji na linie cytotoxicky efekt, a nasledné byla pomoci
pfistroje xCELLigence Real-Time Cell Analysis (RTCA) DP (ACEA Biosciences Inc., San
Diego, CA, USA) urcena hodnota ICsy (50% inhibi¢ni koncentrace, z angl. inhibition

concentration).

3.4.2.1. Stanoveni cytotoxicity pomoci kitu CellTiter 96 AQ,cous One Solution Cell
Proliferation Assay

CellTiter 96 AQueous One Solution Cell Proliferation Assay obsahuje tetrazoliovou siil,

ktera je v zivych bunkéch produkujicich NADH a NADPH redukovéna za vzniku
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barevného produktu. Jeho mnozstvi, které je imérné mnozstvi zivych bunék ve vzorku, je
mozné stanovit méfenim absorbance pii 490 nm (www.promega.com).

Bunécné linie NCI/ADR-RES a OVCAR-3 byly do jamek mikrotitratni desticky
(96 jamek) pipetovany v koncentraci 5000 bun¢k na 100 ul média, bunky SKOV-3 po
2500 bunck na 100 pl. Po 18 hod kultivace bylo médium z jamek odebrano a byl pfidan
roztok studované latky v pfislusném kultivaénim médiu. Soucasti experimentu byl i slepy
vzorek neobsahujici bunky, kontrolni vzorek obsahujici bunky, avSak bez ptidavku
chemoterapeutika, a kontrolni vzorek obsahujici buiikky a kultivatni médium s nejvyssi
pouzitou koncentraci DMSO, resp. NFW (K-DMSO, K-NFW), v nichz byly paklitaxel
a karboplatina rozpustény. Po 96 hod bylo k jednotlivym vzorkim ptidano 20 ul reakéniho

¢inidla a po 1 hod byla pomoci pfistroje Infinite M200 zmétena absorbance.

3.4.2.2. Stanoveni cytotoxicity pomoci piistroje xCELLigence RTCA DP

Ptistroj xCELLigence RTCA DP umoziiuje prostfednictvim méteni elektrické impedance
monitorovani proliferace bunék v redlném case a nasledné urceni cytotoxicity
stanovovanych latek (www.aceabio.com).

Pii ptipravé experimentii bylo postupovano podle doporueni vyrobce. Bunky NCI/ADR-
RES a OVCAR-3 byly do jamek desticky E-Plate 16 pipetovany v koncentraci 5000 bunck
na 100 pl média, buitky SKOV-3 po 2500 bun¢k na 100 pl. Po 18 hod byl k bunikkdm ptidan
roztok studované latky; rozsah koncentraci byl ur€en na zéklad¢ vysledkil ziskanych
pomoci kitu CellTiter 96 AQyeous One Solution Cell Proliferation Assay. Soucasti kazdého
experimentu byla 1 kontrola bez pfidavku chemoterapeutika a kontroly K-DMSO, resp. K-
NFW.

Pfi vyhodnoceni byly naméfené hodnoty tzv. bunééného indexu normalizovany vzhledem
k casu pied pfidavkem chemoterapeutika a vzhledem ke kontrole bez ptidavku
chemoterapeutika. ICsy bylo stanoveno z kiivky zévislosti odpovédi na davce po 24 a

72 hod od aplikace chemoterapeutik.

3.4.3. Inhibice exprese kandidatnich genii a proteinii pomoci siRNA

siRNA, nekodujici molekuly RNA dlouhé 21 — 23 nukleotidl, zprostfedkovavaji inhibici

exprese gentl, jejichz mRNA je komplementarni k sekvenci dané siRNA. Tento proces se
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podili na regulaci genové, resp. proteinové exprese v bunkach, avsak je mozné ho vyuzit
také pro studium funkce vybranych genti (Bernstein E. ef al., 2001; Hammond S.M. et al.,
2000).

V piedkladané praci byla zavedena metodika inhibice exprese genu PRCI1 pomoci
specifické siRNA. Byly pouzity chemikalie Silencer Select Pre-Designed siRNA proti
PRC1 (¢islo siRNA: s17269), kontrolni siRNA Silencer Select GAPDH Positive Control
a Silencer Select Negative Control No. 1 a transfekéni Cinidlo Lipofectamine 3000 (vse
Invitrogen). V ramci optimalizace bylo testovano mnozstvi siRNA proti PRC1, mnozstvi
kontrolnich siRNA i transfekéniho ¢inidla; bylo postupovéano podle doporuc¢eni vyrobce.
Pro experimenty byly bunééné linie kultivovany 18 hod v mikrotitra¢ni desticce (24 jamek)
v mnozstvi 50 000 bunék na 500 pl pfislusného kultivaéniho média bez antibiotik.
Nasledné byly k buitkdm pfidany roztoky siRNA proti PRC1 a kontrolnich siRNA.
Soucasti kazdého experimentu byla také kontrola bez transfekéniho Cinidla a kontrola
obsahujici transfekéni ¢inidlo bez siRNA. Po 48 hod byly bunky trypsinovany, sklizeny do
kultivaéniho média, centrifugovany a promyty ve studeném fosfaitovém pufru. Bunécna
peleta uréena pro izolaci RNA byla rozsuspendovana v roztoku TRI Reagent (Sigma-
Aldrich) a nésledné zpracovana podle doporuceni vyrobce. Izolovand RNA byla
rozpusténa v NFW a skladovana pii -80 °C. Peleta urCend pro izolaci celkového proteinu
byla rozsuspendovana v lyzacnim pufru (3% Triton-X 100; 10mM HEPES, pH 7.4; 0,15M
NaCl; 5SmM EDTA) s tabletami PhosSTOP a cOmplete ULTRA Tablets (vSe Roche)
obsahujicimi inhibitory fosfatdz, resp. protedz. Lyzat byl centrigugovan a supernatant
s rozpusténymi proteiny byl ulozen pii -20 °C.

Utinnost inhibice exprese studovaného genu PRC1 a kontrolniho genu GAPDH byla
stanovena na urovni mRNA metodou real-time PCR a na urovni proteinu pomoci
imunoblotu. Stanoveni koncentrace RNA a proteinu i postup stanoveni jsou popsany

v predchozich kapitolach (kap. 3.2.2. —3.2.3., 5. 41 — 46).

3.4.3.1. Statistické vyhodnoceni inhibice exprese PRC1 pomoci siRNA
Exprese genti PRC1 a GAPDH v jednotlivych vzorcich byla vztazena vzhledem k expresi

referenéniho genu PPIA a vzhledem ke kontrole bez transfekéniho Cinidla (K). Zména

exprese byla vypoctena podle nasledujicich vzorct.
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AACtPRCl =2 [(CtPRCvaorek _CtPPIA,vzorek)_ (CtPRCLK_CtPPIA,K)]

AACtgappy = 2~ [(CteappHvzorek—Ctppiavzorek)—(CtaPDHK—CtPPIAK)]

Exprese proteini PRC1 a GAPDH ve vzorcich byla vyhodnocena denzitometricky pomoci

programu Image Studio v4.0.21 a vztazena ke kontrole.
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4. VYSLEDKY

4.1. STUDIE ZABYVAJICI SE OVARIALNIM KARCINOMEM

Soucasti predkladané prace je studie zabyvajici se prognostickymi a prediktivnimi markery
karcinomu vajecnikli provedend na vzorcich tkdni (priméarni karcinomy, intraperitonealni
metastazy a kontrolni vzorky) a krve pacientek. Studie byla tvofena n¢kolika fazemi, které
na sebe vzajemné navazovaly (obr. 10, s. 59). V pilotni fazi studie byly vybrany referencni
geny a byla stanovena exprese 94 cilovych genti. Na zaklad¢ zjisténych vztahli mezi
genovou expresi a klinickymi daty pacientek a také na zaklad¢ vysledk publikovanych
diive v nasi laboratofi (Ehrlichova M. et al., 2013) bylo vybrdno 35 gend, jejichz vztah k
progndze pacientek byl ovéien ve validacni studii. Vyznam vybranych kandidatnich genti
byl déale studovan na urovni proteinové exprese, byl zkouman vliv metylace a
jednonukleotidovych polymorfizml na prognézu pacientek a také byly zavedeny funkéni
experimenty na bunéCnych liniich. Validacni a rozSifujici 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.
Burdcziovou (UEM, AV CR) probihal pod vedenim MUDr. Pavla Vodi¢ky, CSc vyzkum
vlivu gent MMR drahy na progresi a prognozu ovarialniho karcinomu.

Vzhledem k tomu, ze vyznamnou roli v prognoze pacientek s EOC hraji metastazy, bylo na
zakladé vysledkl pilotni studie a dalSich studii provedenych v nasi laboratofi vybrano
66 genli potencidlné vyznamnych pro rozvoj metastdz a progresi EOC. Znich byly
v nasledujici fazi (studium metastaz) vybrany kandidatni geny, resp. proteiny, které budou
dale zkoumany z hlediska funkce v nadorovych buiikach ovaridlniho karcinomu. Rovnéz
bude pokracovat 1 vyzkum kandidati objevenych ve valida¢ni studii.

Jako soucast studie byla zavedena kultivace tfi bunéénych linii karcinomu ovarii a prace
snimi (stanoveni cytotoxicity, inhibice genové exprese pomoci siRNA). Experimenty
studujici mechanismus ptlisobeni jednotlivych kandidatd budou na Oddéleni

toxikogenomiky SZU nasledovat.
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Pilotni studie
Genova exprese ve tkanich
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Genova exprese ve tkanich
14 K, 57 pT

« 35 cilovych geni
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14K, 44 pT, 29 iM
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Obr. 10: Schéma studie zabyvajici se prognostickymi a prediktivnimi markery karcinomu
vajecniku.

K = kontroly; pT = primarni nador (v ptipad¢ analyzy DNA z krve se jedna o pacientky, od
nichZ mame k dispozici primarni nddorovou tkan); iM = intraperitonedlni metastaza; PCT
= paklitaxel; karboPt = karboplatina.

— taze, které jsou soucasti predkladané prace; - - - faze, které budou nasledovat.

*MMR geny byly studovany na Oddéleni molekularni biologie nadorit (UEM, AV CR).

4.1.1. Pilotni studie

V pilotni studii zabyvajici se ovaridlnim karcinomem byla v 60 vzorcich primérni
nadoroveé tkané€ (48 pacientek z FNM, 12 pacientek z FNP) studovana exprese 94 cilovych
genll souvisejicich s bunénym transportem, metabolismem 1é¢iv a regulaci bunétného

cyklu. Jako kontrolni soubor bylo pouzito 14 vzorkii ovarialni tkané¢, ve kterych nebyly
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pfitomny maligni buniky. Vék Zen v dobé diagnézy (median + smérodatnd odchylka) v

souboru kontrol byl 53,5 + 13,3 roku. Charakteristiky pacientek jsou uvedeny v tabulce 7.

Tab. 7: Charakteristika pacientek, které poskytly vzorky pro pilotni a validacni fazi studie
zabyvajici se ovarialnim karcinomem. V tabulce (A) jsou uvedeny hodnoty faktoridlnich
velicin, v tabulce (B) hodnoty veli¢in kontinualnich.

A Charakteristika

Pilotni set

Validaéni set

N (%)* N (%)*
FIGO stage
nizsi (I+10) 10(18,2)  5(9,0)
vyssi (ITIIHIV) 45 (81,8)  51(91,0)
data nedostupna 5 1
Grade
1+2 16 (27,1) 10 (17,6)
3 43 (72,9) 47 (82.,5)
data nedostupna 1 0
Histologicky typ
HGSC 45 (81,8) 54 (94,7)
ostatni typy 10 (18,2) 3 (5,3)
data nedostupnd 5 0
Vzdalené metastazy
Ml 4 (8,0) 4 (7,1)
MO 46 (92,0) 52(92,9)
data nedostupna 10 1
Reziduum po
operaci
ano 35(59,3)  33(55,9)
ne 24 (40,7) 26 (44,1)

data nedostupna

1

1

Pilotni set

Validacéni set

Medidn +SD N’ Mediagn+SD N
Vek v dobé diagnézy 62,5+11,2 60 57,0+9,8 57
Exprese Ki67¢ 30,0 £ 25,4 21 25,0+194 57
PFS 12,5+8.,7 24 13,0107 29

“Polet pacientek, v zavorce jsou uvedena procenta; "pocet hodnocenych pacientek; ‘data
byla dostupnd pouze pro pacientky z FNM; PFS — doba pteziti do progrese (z angl.
progression-free survival); SD — smérodatna odchylka (z angl. standard deviation).
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4.1.1.1. Vybér referencnich geni

V pilotni fazi studie byla testovana stabilita Sesti geni (GAPDH, GUSB, PPIA, TBP, UBC
a YWHAZ). V programech NormFinder a geNorm byly jako nejstabilnéjsi vyhodnoceny
geny PPIA, UBC a YWHAZ (obr. 11), které¢ byly nasledné pouzity jako referenc¢ni geny
pro normalizaci exprese cilovych gent stanovené metodou real-time PCR s relativni

kvantifikaci.

=1

=
[==]

06

04

02 g i

Pramérna hodnota stability T~
Primérna hodnota stability 0D
z

- 040
GAPDH GUSB PPIA TBP UBC YWHAZ GAPDH TBP YWHAZ UBC GUSB
Gen PPIA
{——Nejméné stabilni geny Nejstabiln&jsi geny ——>

Obr. 11: Stabilita genové exprese v ovaridlni tkani byla testovana pomoci programi (A)
NormFinder a (B) geNorm. Jako nejstabilné;jsi byly vybrany geny PPIA, UBC a YWHAZ
(vyznaeny tu¢né).

4.1.1.2. Porovndni genové exprese v primdrnich EOC a kontroldach v pilotni studii

Z 94 genl studovanych v pilotni fazi (viz ptiloha 1) byla u 12 genti (ABCBS,
ABCC7/8/11/12, ABCGS, SLC22A2, SLC22A11, SLC47A2, CYP2C8, CYP3A4, NR113)
zjiSténa velmi nizka exprese pod mezi detekce. Tyto geny proto nebyly dale analyzovany.
U ostatnich gent byla pomoci softwaru REST 2009 porovnana hladina jejich exprese v
primarnich EOC a v kontrolnich ovaridlnich tkdnich. U 32 genti (ABCA1/2/3, ABCBI11,
ABCC1/2/4/5/6/10, ABCD1/2, ABCF2, ABCG1/8, ATP7B, ESR1, GLRX, GPX3, HER2,
MSH2, NROB2, NR1H3, NR1I2, PLK2, PRKCH, SLC22A4, SLC31A1, SLC31A2,
SOD2/3, TP53) nebyl zjistén vyznamny rozdil, avSak 37 gend mélo v nadorové tkéani
signifikantné sniZzenou a 13 gend naopak zvySenou expresi. Kromé genii ABCA12 a

ATOX1 ztistala tato zména vyznamna 1 po FDR korekci (tab. 8, s. 62).
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Tab. 8: Signifikantni zmény v genové expresi v primarnich nadorech vaje¢nikli oproti
kontrolam zjisténé v pilotni studii.

-hodnot -hodnot
Gen p-hodnota I(’FDOR)n ot Smér |Gen p-hodnota I(,FDOR)n ot Smér
ABCA7 <0,001 <0,001 K<pT [KIF11 <0,001 <0,001 K<pT

ABCAS <0,001 <0,001 K>pT [MKI67 <0,001 <0,001 K<pT
ABCA9 <0,001 <0,001 K>pT MLHI1 <0,001 <0,001 K>pT
ABCAI0 <0,001 <0,001 K>pT [MLH3 <0,001 <0,001 K>pT
ABCA12 0,038 0,053 K<pT [MSH3 <0,001 <0,001 K>pT
ABCAI3 <0,001 <0,001 K<pT MSH4 <0,001 <0,001 K>pT
ABCBI1 <0,001 <0,001 K>pT [MSH6 <0,001 <0,001 K>pT

ABCB2 0,001 0,002 K<pT [NRIH2  <0,001  <0,001  K>pT
ABCB3 0,013 0,019 K<pT |[NR1H4  <0,001  <0,001  K>pT
ABCB4 0,003 0,005 K>pT |NRII1 <0,001  <0,001  K<pT
ABCC3  <0,001  <0,001  K<pT [PLKI <0,001  <0,001  K<pT
ABCC9  <0,001  <0,001  K>pT [PMSI 0,010 0,015 K>pT
ABCD3  <0,001  <0,001  K>pT [PMS2 0,014 0,020 K>pT
ABCD4 0,024 0,034 K>pT |RXRA  <0,001  <0,001  K>pT
ABCEl  <0,001  <0,001 K>pT |RXRB <0,001  <0,001  K>pT
ABCF1 0,001 0,002 K>pT RXRG 0,003 0,005 K>pT
ABCF3  <0,001  <0,001  K>pT |SLCI6A14 <0,001  <0,001  K>pT
ABCG2  <0,001  <0,0001  K>pT |SLC22A1 0,007 0,011 K>pT

ATOXI1 0,046 0,063 K<pT [SLC22A3 <0,001 <0,001 K>pT
ATP7A <0,001 <0,001 K>pT [SLC22A5 <0,001 <0,001 K>pT

ATPI1B  <0,001 <0,001 K>pT |[SLC22A18 0,002 0,003 K<pT
EGFR <0,001 <0,001 K>pT |[SLC47A1 <0,001 <0,001 K>pT
ESR2 <0,001 <0,001 K>pT [SODI <0,001 <0,001 K>pT
HSP70 0,014 0,020 K>pT [TRAPI1 0,006 0,009 K>pT
HSP90AA1 0,001 0,002 K>pT |VEGFA <0,001 <0,001 K<pT

p-hodnota — hodnota vyznamnosti zjisténa programem REST 2009; p-hodnota (FDR) —
hodnota vyznamnosti adjustovand pomoci FDR korekce; smér — smér deregulace exprese;
zlutd — snizeni exprese v nadorové tkani; Cervenda — zvySeni exprese v nadorové tkani
v porovnani s kontrolami.

4.1.1.3. Vztah genové exprese ke klinickym datiim pacientek v pilotni studii

V programu SPSS v16.0 byly sledovany vztahy mezi hladinou genové exprese v nadorech
vajecnikll a klinickymi daty pacientek. Byl hodnocen stage (niz$i vs. vyssi, tj. I+ vs.

[I+1V), grade (1+2 vs. 3), histologicky typ (HGSC vs. ostatni typy), exprese proliferacniho
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markeru Ki67 (podil bun¢k exprimujicich Ki67 mensi vs. vétsi nez 15 %), exprese Ki67
v procentech a prezivani pacientek (PFS).

Vysledky analyz jsou uvedeny v tabulce 9 (s. 64). Rada vyznamnych vztaht byla zjisténa
zejména pro histologicky typ a expresi Ki67. Je zajimavé, ze geny ABCC3, ABCGI1
a NR1H4 mély vyssi expresi v HGSC a jejich exprese negativné korelovala s hladinou
Ki67, zatimco u PLK1 byl zjistén opacny smér vztahu s obéma charakteristikami. V
piipadé genit ABCBI1, ABCC3, ABCD2 a ABCGI1 byl navic zjistén signifikantni vztah
mezi hladinou mRNA a expresi markeru Ki67 pti hodnoceni pomoci hodnoty cut off 15 %
1 pfi hodnoceni Ki67 v procentech. Rovnéz vyssi exprese ABCA12 asociovala s HGSC
typem, zaroven vsak také s niz§im stadiem onemocnéni.

Analyzou prezivani bylo zjiSténo, Ze exprese genu ABCC9 negativné koreluje s délkou
PFS, zatimco exprese genu MSH2 koreluje pozitivné (obr. 12). Po aplikaci
multiparametrické Coxovy regrese adjustované na grade, typ nadoru (HGSC vs. osatni
typy) a ptitomnost rezidualniho nadoru po operaci ziistal u ABCC9 vztah s PFS pacientek
signifikantni, avSak u MSH2 jiZ nikoliv (tab. 9B, s. 64).

Celkem bylo v pilotni studii nalezeno 34 gend, jejichz hladina exprese signifikantné
souvisela se stagem, stupném diferenciace nadorovych bunék, histologickym typem,
expresi markeru Ki67 nebo délkou prezivani pacientek. Vyznam téchto genli pro nadory
vajecnikl byl nasledné ovéfen ve validaéni studii a spolu s dalSimi geny byl studovan také

ve vztahu k intraperitonedlnim metastdzam EOC.
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Obr. 12: Signifikantni vztah mezi hladinou genové exprese a PFS byl v pilotni studii
zjistén u ABCC9 a MSH2.
— Vvys§i exprese; - - - nizsi exprese.
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Tab. 9: Signifikantni vztahy mezi genovou expresi a (A) klinickymi daty, (B) PFS
pacientek s EOC zjisténé v pilotni studii.

A Charakteristika/Gen  p-hodnota Smér  Charakteristika/Gen  p-hodnota Smér

Vyssi stage HGSC vyp
ABCA3 0,018 1 ABCA12 0,008 )
ABCAI12 0,045 ! ABCC3 0,015 )
ATP7A 0,047 1 ABCC6 0,015 )
ATP7B 0,034 1 ABCD3 0,007 )

Grade 3 ABCG1 0,038 )
ABCA2 0,038 ! ESR2 0,021 1
MSH?2 0,033 ! HER2 0,050 )
NRI1I2 0,014 ! MLH3 0,044 )
SOD2 0,009 1 NROB2 0,001 )
TP53 0,011 ! NR1H4 0,004 )

Vyssi exprese Ki67 PLK1 0,036 !
ABCAS 0,007 ! SLC22A5 0,004 1
ABCA9 0,044 ! SOD1 0,037 )
ABCBI1 0,005 ! SOD3 0,007 )
ABCC3 0,009 l Exprese Ki67 > 15 %
ABCD2 0,010 ! ABCAI10 0,049 !
ABCGI 0,047 ! ABCBI1 0,049 !
EGFR 0,021 ! ABCC3 0,025 !
GLRX 0,018 ! ABCD2 0,028 !
MKI67 0,002 1 ABCG1 0,039 !
MLH1 0,033 ! ABCG2 0,049 !
NR1H4 0,032 ! SLCI16A14 0,044 !
PLK1 0,000 1

p-hodnota - hodnota vyznamnosti zji§téna Mann-Whitneyho nebo Spearmanovym testem;
smér — smér vztahu mezi genovou expresi a charakteristikou pacientek; 7 - vySsi genova
exprese; | - niz8i genova exprese ve srovnani se skupinou s nizSim stadiem, grade 1+2,
jinym histologickym typem nez HGSC, se vzorky s vyssi expresi Ki67 a Ki67 < 15 %,
respektive.

B Gen p-hodnota p-hodnota (Cox) HR 95% CI
ABCC9 0,012 0,049 2,86 1,01 -28,06
MSH2 0,043 NS — —

p-hodnota — hodnota vyznamnosti zjisténa log-rank testem; p-hodnota (Cox) — hodnota
vyznamnosti adjustovand pomoci Coxovy regrese; HR — pomér rizik (z angl. hazard ratio);
95% CI — 95% interval spolehlivosti (z angl. confidence interval); NS — nevyznamny
(z angl. nonsignificant).
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4.1.2. Valida¢ni studie

Na zaklad¢ vysledkt pilotni studie a dalSich vysledkt ziskanych v nasi laboratofi bylo
vybrano 35 genl (viz pfiloha 1), jejichz exprese byla stanovena ve validacnim setu
pacientek s primarnim EOC s cilem ovéfit vztahy zjisténé v pilotni fazi. Validacni set byl
tvofen 57 pacientkami 1éCenymi ve FNP; jejich charakteristiky jsou uvedeny v tabulce 7 (s.

60). Jako kontrolni soubor bylo pouzito stejnych 14 vzorki jako v pilotni fazi.

4.1.2.1. Porovnani genové exprese v primdrnich EOC a kontrolach ve validacni studii

V programu REST 2009 byly zhodnoceny rozdily v hladin¢ genové exprese mezi vzorky
EOC a kontrolnimi ovarii. Exprese 12 gent (ABCA2/3, ABCC6, ABCD2/3, ABCGI,
ATP7B, GLRX, HER2, NR112, SOD2, TP53) nebyla v nddorech zménéna. Sedmnact genli

Cv v

v expresi vSech téchto gent ziistala vyznamna i po FDR korekci (tab. 10).

Tab. 10: Signifikantni zmény v expresi genlt v primarnich nadorech vaje¢nikii oproti
kontrolam zjisténé ve valida¢ni studii.

p-hodnota v p-hodnota
S G -hodnot
(FDR) mér |Gen p-hodnota (FDR)

ABCAS <0,001 <0,001 K>pT MLH1 0,003 0,004 K>pT
ABCA9 <0,001 <0,001 K>pT MLH3 <0,001 <0,001 K>pT
ABCA10 <0,001 <0,001 K>pT [MSH2 0,004 0,006 K<pT
ABCA12 0,028 0,038 K<pT |NROB2 0,029 0,039 K>pT
ABCB1 <0,001 <0,001 K>pT NR1H4 <0,001 <0,001 K>pT
ABCC3 <0,001 <0,001 K<pT |PLK1 <0,001 <0,001 K<pT
ABCC9 <0,001 <0,001 K>pT |[PRCI* <0,001 <0,001 K<pT
ABCG2 <0,001 <0,001 K>pT |[SLC16A14 <0,001 <0,001 K>pT
ATP7A <0,001 <0,001 K>pT |[SLC22AS5 <0,001 <0,001 K>pT
EGFR <0,001 <0,001 K>pT [SOD1 <0,001 <0,001 K>pT
ESR2 <0,001 <0,001 K>pT [SOD3 0,027 0,038 K>pT
MKI67 <0,001 <0,001 K<pT

Gen p-hodnota Smér

p-hodnota — hodnota vyznamnosti zjisténa programem REST 2009; p-hodnota (FDR) —
hodnota vyznamnosti adjustovana pomoci FDR korekce; smér — smér deregulace exprese;
zlutd — snizeni exprese v nadorové tkani; Cervenda — zvySeni exprese v nadorové tkani
v porovnani s kontrolami; tuéné — geny, jejichZ exprese byla shodné deregulovana v pilotni
1 validacni fazi studie; *gen PRC1 nebyl v pilotni fazi hodnocen.
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4.1.2.2. Vztah genové exprese ke klinickym datiim pacientek ve validacni studii

Vztahy genové exprese a klinickych dat pacientek s EOC byly analyzovany v programu
SPSS v16.0 stejnym zptisobem jako v pilotni fazi studie. Vzhledem k tomu, ze > 90 %
pacientek mélo nador v pokroc€ilém stadiu (stage III+IV) nebo HGSC typ (viz tab. 7, s. 60),
tyto charakteristiky nebylo mozné hodnotit.

Ve validacni studii bylo nalezeno devét gent, jejichz hladina exprese signifikantné
souvisela se stupném diferenciace nadoru, expresi Ki67 nebo s PFS (tab. 11, s. 67).
Se stupném diferenciace asociovala exprese geni ABCA2 a ESR2. Exprese ABCA2,
ABCA10, MKI67, PLK1 a PRC1 korelovala s hladinou markeru Ki67. Dale byla zji§téna
vyssi exprese genit ABCA9, ABCA10, ABCG2 a SLC16A14 u pacientek s del§im PFS;
krom¢ genu ABCA9 =zlstal tento vztah vyznamny i po aplikaci Coxovy regrese

adjustované na stage, grade a pritomnost vzdalenych metastaz (tab. 11B, s. 67; obr. 13)
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Obr. 13: Signifikantni vztah mezi hladinou genové exprese a PFS byl ve valida¢ni studii
zjistén u ABCA9, ABCA10, ABCG2 a SLC16A14.
— Vvys§i exprese; - - - nizsi exprese.
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Tab. 11: Signifikantni vztahy mezi genovou expresi a (A) klinickymi daty, (B) PFS
pacientek s EOC zjisténé ve validacni studii.

A Charakteristika/Gen p-hodnota Smér

Grade 3
ABCA2 0,012 !
ESR2 0,010 !
Vyssi exprese Ki67
ABCA2 0,017 !
ABCAI10 0,025 !
MKI67 0,015 1
PLK1 0,013 1
PRCI1* 0,036 1

p-hodnota - hodnota vyznamnosti zjiS§téna Mann-Whitneyho nebo Spearmanovym testem,;
smér — smér vztahu mezi genovou expresi a charakteristikou pacientek; 1 - vyssi genova
exprese; | - niz8i genova exprese ve srovnani se skupinou s grade 1+2 a se vzorky s vyssi
expresi Ki67, respektive; tuéné — vztahy signifikantni v pilotni i valida¢ni fazi studie; *gen
PRCI nebyl v pilotni fazi hodnocen.

B Gen p-hodnota p-hodnota (Cox) HR 95% CI
ABCA9 0,035 0,060 0,46 0,20-1,04
ABCA10 <0,001 0,001 0,17 0,06 —-0,49
ABCG2 0,047 0,038 0,41 0,18—-0,95
SLCI16A14 <0,001 0,003 0,24 0,09-0,61

p-hodnota — hodnota vyznamnosti zjiSténad log-rank testem; p-hodnota (Cox) — hodnota
vyznamnosti adjustovand pomoci Coxovy regrese; HR — pomér rizik; 95% CI — 95%
interval spolehlivosti.

4.1.3. Studium kandidatnich gent a proteini

Na zaklad¢ vysledka ziskanych v pilotni a valida¢ni fazi studie zabyvajici se ovaridlnim
karcinomem a také na zakladé¢ vysledkti projekt, které dlouhodobé probihaji v nasi
laboratofi, byly vybrany kandidatni geny. Jejich uloha v EOC byla déle studovana na
urovni proteinové exprese (ABCA2, PRC1), byl zkouman vyskyt a vliv SNP na prognézu
pacientek (ABCA2, PRCI) a také byla stanovena Groven metylace promotoru genu ABCB1
ve vztahu ke klinickym datim pacientek. Kromé toho byla zavedena metodika inhibice
transkripce genu PRC1 v bunéénych liniich karcinomu ovarii, kterd bude vyuzita v

nasledujicich funkénich studiich.
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4.1.3.1. Exprese proteinit ABCA2 a PRCI1 v EOC

Pro analyzu exprese ve vzorcich primérnich tkani EOC byly vybrany proteiny ABCA2
a PRCI1, avSak metodiku detekce ABCA2 pomoci imunoblotu se nepodafilo zavést.
Analyzovana a hodnocena proto byla pouze exprese proteinu PRCI1, a to v 55 vzorcich
primarnich nador vajec¢nikti a v deviti kontrolach (byly pouzity vzorky z validacniho
souboru).

Ptiklad vysledki imunodetekce PRC1 a kontrolniho proteinu B-aktinu je uveden na
obrazku 14. Exprese PRC1 byla normalizovana vzhledem k expresi B-aktinu a referen¢niho
vzorku bunécéné linie MDA-MB-231 a nasledné analyzy byly provedeny v programu SPSS
v16.0. Porovnanim hodnot exprese v kontrolach a nadorech bylo zjiSténo, ze ackoliv je
exprese proteinu PRC1 v nédorech vyssi nez v kontrolach, rozdil neni signifikantni (p =
0,220). Porovnanim hladiny proteinové a genové exprese PRC1 rovnéz nebyla zjisténa
vyznamnd korelace. Déale byly analyzovany vztahy mezi hladinou proteinové exprese a
klinickymi daty pacientek (byla hodnocena stejna klinicka data jako ve valida¢ni studii, viz

kap. 4.1.2.2., s. 66). Exprese PRC1 neasociovala s zddnou z charakteristik.

Fakiin g oy > e —— G G = G

MDA-

VBosi PT1 PT2 pT3  pT4 pT5 pT6  Ki K

Obr. 14: Ptiklad imunoblotu proteinu PRC1 a kontrolniho proteinu -aktinu.
MDA-MB-231 — referen¢ni vzorek; pT — vzorky primarniho EOC; K — kontrolni vzorky.

4.1.3.2. Metylace promotorové oblasti genu ABCB1

Uroveii metylace promotorové oblasti genu ABCBI byla stanovena v 61 vzorcich tkang
ziskanych od pacientek s karcinomem ovarii 1éCenych ve FNM a v 11 kontrolach.
Pacientky byly rozd€leny podle toho, zda jim pifed operaci byla indikovana neoadjuvantni
chemoterapie (n = 11), nebo se jednalo o pacientky pted chemoterapeutickou 1é¢bou (n =

50; tab. 12, s. 69).
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Tab. 12: Charakteristika pacientek s EOC, které poskytly vzorky pro analyzu metylace
genu ABCRBI. V tabulce (A) jsou uvedeny hodnoty faktorialnich veli¢in, v tabulce (B)

hodnoty veli¢in kontinuélnich.

Set pred
A Charakteristika ;ez(;(;aNACT chemoterapii
N (%)*
FIGO stage
nizsi (I+10) 0 (0,0) 4 (8,9)
vyssi (IIT+1V) 11 (100,0) 41 (91,1)
data nedostupna 0 5
Grade
1+2 0 (0,0) 10 (22,2)
3 11 (100,0) 35(77,8)
data nedostupna 0 5
Histologicky typ
HGSC 11 (100,0) 40 (88.,9)
ostatni typy 0(0,0) 5(11,1)
data nedostupna 0 5
B Set po NACT Set pred .
chemoterapii
Medi4n + SD NP Medi4n = SD N’
Exprese Ki67 31,8+ 17,4 11 39,0 £24,0 35

“Poget pacientek, v zavorce jsou uvedena procenta; "pocet hodnocenych pacientek; NACT
—neoadjuvantni chemoterapie; SD — smérodatna odchylka (z angl. standard deviation).

Statistickym vyhodnocenim v softwaru SPSS v16.0 bylo ukazano, Ze oproti kontrolam jsou
nadorové vzorky v 85 % piipadii hypermetylovany. Mira metylace promotoru ABCBI byla
nasledné porovnana s expresi genu ABCBI. V souboru vzorkll pted 1écbou korelovala
vyssi hladina metylace s niZ§i genovou expresi (p = 0,001), po NACT uz signifikantni
korelace pozorovana nebyla.

V souboru tkani bez ptedchozi chemoterapie byla rovnéZ zjiSténa asociace mezi vyssi
urovni metylace a ¢asnymi stadii onemocnéni (stage I+1I; p = 0,028). Jiné vztahy nebyly

pozorovany ani v jednom ze studovanych souborti.
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4.1.3.3. SNP genit ABCA2 a PRC1

Metodami alelické diskriminace a HRM analyzy byly ve vzorcich krve 98 pacientek
s karcinomem ovaria 1é¢enych ve FNM (tab. 13) stanoveny vybrané polymorfismy genti
ABCA2 (n = 3) a PRCI (n = 6). Zjisténé distribuce fenotypti a frekvence jednotlivych alel
jsou uvedeny v tabulce 14 (s. 71).

Tab. 13: Charakteristika pacientek, které poskytly vzorky pro analyzu vybranych SNP
v genech ABCA2 a PRCI. V tabulce (A) jsou uvedeny hodnoty faktoridlnich veli¢in, v
tabulce (B) hodnoty veli¢in kontinualnich.

A Charakteristika N [%]?
FIGO stage
nizsi (I+10) 9(9,8)
vyssi (IHI+IV) 83 (92,2)
data nedostupna 6
Grade
1+2 19 (19,6)
3 78 (80,4)
data nedostupna 1
Histologicky typ
HGSC 81 (85,3)
ostatni typy 14 (14,7)
data nedostupna 3
Vzdalené metastazy
M1 8(9,0)
MO 81 (91,0)
data nedostupna 9
B Median =SD N’
Vék v dobé diagnézy 59,5 + 10,8 98
Exprese Ki67 [%] 36,9 +£21,8 71
PFS [mésic] 279+17,4 45

“Polet pacientek, v zavorce jsou uvedena procenta; °podet hodnocenych pacientek; PFS —
doba pteziti do progrese (z angl. progression-free survival); SD — smérodatnd odchylka (z
angl. standard deviation).
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Tab. 14: Distribuce genotypt a frekvence alel geni ABCA2 a PRCI ve vzorcich
karcinomu vajec¢nikli stanovené metodou (A) alelické diskriminace, (B) HRM.

A SNP ABCA2 N (%)* Frekvence alel (%) [SNP PRCI N (%)* Frekvence alel (%)
rs2271862 rs2290203
A/A 49 (50,0) , A/A 3.1 B
A/G 39 (39,8) g _ ;9)’? G/A 31 (31,6) é _ 3;’8
G/G 10 (10,2) ’ G/G 64 (65,3) ’
rs7048567 rs8042680
G/G 47 (48,0) ., Cc/C 44 (44,9) .,
G/A 41 (41,8) i: gf’? C/A 41 (41,8) iz g;’g
A/A 10 (10,2) ’ A/A 13 (13,3) ’
rs908832 rs11852999
/ 93 (94,9 /C 76 (79,2
GG ( ’)G=97,4 ¢ ( ’)C=93,0
G/A 5(5,1) A=26 C/T 20 (20,8) T=70
A/A 0 (0,0) ’ T/T 0 (0,0) ’
B SNP PRCI N (%)* Frekvence alel (%)
rs12910825
A/A 38 (38,8)
A=62.2
G/A 46 (46.,9) G = ;’8
G/G 14 (14,3) ’
rs8028856
A/A 50(52,6) ,
A/G 40 (42,1) é _ ;2’;
G/G 5(5,3) ’
rs8031684
T/T 64 (57,1)
T=281
T/A 27 (27,6) A :ig’i
A/A 4 (15,3) ’

“Pocet pacientek s danou alelou, v zavorce jsou uvedena procenta.

Frekvence jednotlivych genotypi, resp. alel byly v programu SPSS v16.0 porovnany

s klinickymi daty pacientek; signifikantni vysledky jsou uvedeny v tabulce 15 (s. 72). Se

stadiem EOC signifikantné¢ asocioval vyskyt dvou SNP v genu PRCI. Zatimco variantni

genotyp A/A a alela A SNP 152290203 a genotyp G/G rs8028856 se vyznamné Castéji

vyskytovaly u pacientek se stddiem I nebo II (protektivni charakter), alela G SNP
rs2290203 a alela A SNP rs8028856 v genu PRC! asociovaly s horsi progn6zou. Podobné,
alelea T SNP rs8031684 v genu PRCI byla castejsi u pacientek s HGSC typem EOC
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aalela A SNP rs908832 v genu ABCA2 u pacientek s vySSim stupném diferenciace

nadorovych bunék (grade 3). Mezi expresi proliferacniho markeru Ki67 a studovanymi

genotypy, resp. alelami nebyl zjistén zadny signifikantni vztah.

Tab. 15: Signifikantni vztahy mezi studovanymi polymorfismy gentt ABCA2 a PRCI a (A)

klinickymi daty, (B) PFS pacientek s EOC.

A Charakteristika/SNP  p-hodnota OR  95% CI

Nizsi vs. vySsi stage
1s2290203 (SNP PRCI)

A/A 0,005

Alela A 0,017

Alela G 0,014
rs8028856 (SNP PRCI)

G/G 0,003

Alela A 0,003

0,02 0-0,29
0,14 0,03-0,71
23,43 1,88-291,63

0,03 0-03
19,5 2,71 -140,18

Grade 1+2 vs. 3
rs908832 (SNP ABCA?2)

G/A 0,023 0,07 0,01 -0,69
Alela A 0,023 0,07 0,01 -0,69
HGSC vs. ostatni typy
rs8031684 (SNP PRCI)
A/A 0,045 0,09 0,01-0,95
Alela T 0,039 11,37 1,12-115,56
B SNP p-hodnota p-hodnota (Cox) HR 95% CI
rs2271862 (SNP ABCA?2)
G/G 0,021 0,029 0,29 0,1-0,89
Alela A 0,042 NS
rs7048567 (SNP ABCA?2)
A/A 0,032 NS
Alela G 0,042 NS

p-hodnota — hodnota vyznamnosti zjisténa (A) pomoci kontingen¢nich tabulek a Mantel-
Haenszelovym testem, (B) log-rank testem; OR — pomér Sanci (z angl. odds ratio); p-
hodnota (Cox) — hodnota vyznamnosti adjustovand pomoci Coxovy regrese; HR — pomér
rizik (z angl. hazard ratio); 95% CI — 95% interval spolehlivosti (z angl. confidence
interval); NS — nevyznamny (z angl. nonsignificant).
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S délkou PFS pacientek koreloval zejména vyskyt polymorfismu rs2271862 genu ABCA2
(variantni genotyp G/G), ktery byl signifikantni i po aplikovani Coxovy regrese a jehoz
vyskyt ma vzhledem k piezivani pacientek protektivni charakter. Vzhledem k vysledktim
log-rank testu byla v programu HaploView v4.2 zhodnocena sila vazby mezi studovanymi
polymorfismy genu ABCA2. Bylo zjisténo, ze sila vazebné nerovnoviahy mezi SNP
rs2271862 a rs7048567 dle D’ skore je 0,97.

Vyskyt genotypti jednotlivych SNP byl také posouzen vzhledem k hladiné genové
a proteinové exprese (exprese proteinu pouze v pripadé PRC1); nebyl zjistén zadny
signifikantni vysledek. Potencidlni funkéni vyznam studovanych polymorfismii byl vSak
zkouman také pomoci programu RegulomeDB. Tii SNP genu PRCI (rs12910825,
rs8042680, 1rs2290203) podle vysledki této analyzy pravdépodobné ovliviiuji vazbu

transkripcnich faktorti a tedy 1 genovou expresi PRCI.

4.1.4. Studium intraperitonealnich metastaz EOC

Z vysledku pilotni studie zabyvajici se karcinomem ovaria a z vysledkt dalSich projektt
probihajicich v na$i laboratofi bylo vybrano 66 genii (viz ptiloha 1, s. X) potencidlné
vyznamnych pro progresi EOC a rozvoj metastdz. Exprese téchto genli byla stanovena
v souboru 44 primarnich nadorti vajeénikd a 29 intraperitonealnich EOC metastaz,
poskytnutych pacientkami lé€enymi ve FNP, a ve 14 kontrolnich ovarialnich tkanich.

Klinické charakteristiky pacientek jsou uvedeny v tab. 16 (s. 74).
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Tab. 16: Charakteristika pacientek, které poskytly vzorky pro studium intraperitonealnich
metastaz ovarialniho karcinomu. V tabulce (A) jsou uvedeny hodnoty faktorialnich veli€in,
v tabulce (B) hodnoty veli¢in kontinudlnich.

A Charakteristika Primarni EOC  EOC metastazy

N (%)* N (%)*
FIGO stage
nizsi (I+10) 13 (30,2) 0 (0,0)
vyssi (III+IV) 30 (69,8) 28 (100,0)
data nedostupna 1 1
Grade
1+2 9(21,4) 1(3,8)
3 33 (78,6) 25 (96,2)
data nedostupna 2 3
Histologicky typ
HGSC 30 (68,2) 22 (84,6)
ostatni typy 14 (31,8) 4 (15,4)
data nedostupna 0 3
Citlivost viici chemoterapii
rezistentni 5(19,2) 7 (38,9)
stiedni 5(19,2) 5(27.,8)
senzitivni 16 (61,5) 6 (33.,3)
data nedostupna 18 11
B Primarni EOC EOC metastazy
Medisan+=SD N’ Medisan+SD N’
Vék v dobé diagnézy 62,5+ 9,9 44 62,0+ 12,7 29
PFS 15,0+ 10,3 41 12,0+ 8,9 21

“Pocet pacientek, v zavorce jsou uvedena procenta; bpoc“:e‘[ hodnocenych pacientek; PFS —
doba pteziti do progrese (z angl. progression-free survival); SD — smérodatnéd odchlyka (z
angl. standard deviation).

4.1.4.1. Porovnani genové exprese v kontroldach, primdarnich EOC a intraperitonedlnich

metastazach

Rozdily v expresi cilovych genli mezi jednotlivymi typy tkéni byly posouzeny pomoci
programu SPSS v16.0. Pomoci Mann-Whitneyho testu byly hodnoceny rozdily mezi
expresi v primarnich nddorech a intraperitonedlnich metastdzach. Pro posouzeni
signifikantnich zmén v fad€ kontroly — primarni EOC — metastazy byl aplikovan Kruskal-

Wallistv test. Vysledky jednotlivych analyz jsou uvedeny v tabulce 17 (s. 75).
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Tab. 17: Signifikantni zmény v genové expresi v (A) priméarnich nadorech
a intraperitonedlnich metastdzach vajec¢nikd, (B) v kontrolach, priméarnich nadorech
a metastazach.

-hodnot -hodnot
Gen p-hodnota I(’FDOR)H ota Smér Gen p-hodnota I(]FDOR)n ota Smér

A) Primarni EOC vs. metastazy

ABCA1 0,010 0,074 pT<iM |[ESR2 0,001 0,018 pT>IM
ABCA7 0,001 0,018 pT<iM |GLRX 0,001 0,018 pT<iM
ABCB2 0,021 0,104 pT<iM |[MSH2 0,016 0,086 pT>IM
ABCC2 0,001 0,018 pIT<iM |NR1H4 0,005 0,054 pT>IM
ABCC3 0,045 0,197 pT<iM |NR1I1 0,007 0,067 pT<iM
ABCCY9 0,014 0,083 pT<iM [SLC31A2 <0,001 0,009 pT<iM
ABCDI 0,022 0,104 pT<iM |SOD2 0,010 0,074 pT<iM
ABCD2 0,011 0,074 pT<iM

B) Kontroly vs. primarni EOC vs. metastazy

ABCA7 <0,001 <0,001 K<pT<iM|/ABCG2 <0,001 <0,001 K>pT>iM
ABCAI10 <0,001 <0,001 K>pT>iM|ESR2 <0,001 <0,001 K>pT>iM
ABCAI12 0,037 0,057 K<pT<iMMLH3 <0,001 <0,001 K>pT>1M
ABCAI3 <0,001 0,001 K<pT<iM|NR1H4 <0,001 <0,001 K>pT>1M
ABCB2 0,002 0,003 K<pT<iM|NR1I1 <0,001 <0,001 K<pT<iM
ABCB3  <0,001 0,001 K<pT<iM|PMSI1 0,001 0,003 K>pT>iM
ABCBI11 0,027 0,042 K<pT<iM|SLC16A14 <0,001 <0,001 K>pT>1M
ABCC3 <0,001 <0,001 K<pT<iM|SLC22A5 0,002 0,004 K>pT>1M
ABCD3  <0,001 <0,001 K>pT>1M|SLC22A18 0,013 0,024 K<pT<iM
ABCEl1  <0,001 <0,001 K>pT>IM|SLC31A1 0,009 0,018 K<pT<iM
ABCF3 <0,001 <0,001 K>pT>iM|TRAP1 <0,001 <0,001 K>pT>1M

p-hodnota — hodnota vyznamnosti zjiSt€éna programem SPSS v16.0; p-hodnota (FDR) —
hodnota vyznamnosti adjustovand pomoci FDR korekce; smér — smér deregulace exprese;
zlutd — snizeni exprese v iM v porovnani s pT, respektive v fadé¢ K — pT — M; Cervena —
zvySeni exprese viM v porovnani s pT, respektive viadé K — pT — M. Tucné jsou
zvyraznény geny, které byly konzistentné deregulovany v porovnani (A) pT vs. iM, (B) K
vs. pT vs. iIM.

V priméarnich nadorech a metastdzach nebyl zjistén rozdil v expresi u 51 gent
(ABCA2/3/8/9/10/12/13, ABCBI1/3/4/11, ABCC1/4/5/6/10, ABCD3/4, ABCEIl,
ABCF1/2/3, ABCG1/2/8, ATOX1, ATP7A/B, ATP11B, EGFR, HER2, MKI67, MLHI,
MLH3, NROB2, NRI1I2, PLK1/2, PMS1, PRCI1, SLC16A14, SLC22A1/3/4/5/18,
SLC31A1, SLC47A1, SOD3, TP53, TRAPI). Tti geny mély snizenou a 12 genli m¢lo
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zvySenou expresi v metastdzach oproti primarnim nadorim. Pouze pét z téchto zmén
zustalo vyznamnych po aplikovani FDR korekce (tab. 17A, s. 75).

V tadé¢ kontroly — primarni nadory — metastazy (K — pT — iM) nebyla vyznamné zménéna
exprese 44 (ABCA1/2/3/8/9, ABCB1/4, ABCC1/2/4/5/6/9/10, ABCD1/2/4, ABCF1/2,
ABCG1/8, ATOX1, ATP7A/B, ATP11B, EGFR, GLRX, HER2, MKI67, MLH1, MSH2,
NROB2, NR112, PLK1/2, PRC1, SLC22A1/3/4, SLC31A2, SLC47A1, SOD2/3, TP53) ze
studovanych genti. Dvanact genit mélo snizenou expresi v fadé¢ K > pT > iM, 10 gent mélo
naopak zvysenou expresi v tomto potradi (K < pT < iM). Krom¢ deregulace exprese genu

ABCA12 ztstaly vSechny tyto zmény signifikantni i po FDR korekci (tab. 17B, s. 75).

4.1.4.2. Vztah genové exprese ke klinickym datiim pacientek s intraperitonedlnimi EOC

metastazami

Vztahy genové exprese a klinickych dat pacientek s EOC metastazami byly analyzovany
v programu SPSS v16.0. Vzhledem k tomu, ze témét vSechny pacientky mély vyssi stage
a grade 3, tyto charakteristiky nebylo mozné hodnotit. Hodnocen byl histologicky typ
(HGSC wvs. ostatni typy), dale piezivani pacientek (PFS) a citlivost pacientek vici
chemoterapii. Pro hodnoceni rezistence byly pacientky rozdéleny na ty, u nichZ se relaps,
progrese nebo umrti objevily za méné nez Sest mésicu (rezistentni), za vice nez Sest mésici
a zarovenl mén¢ nez 12 meésict (stfedni) nebo za vice nez 12 mésici (senzitivni) od
ukonceni adjuvantni chemoterapie (Cassidy J. ef al., 2010). Zjisténé vztahy jsou uvedeny
v tab. 18A (s. 78).

Z4dny z genii neasocioval s rezistentnim fenotypem, zato &tyfi geny (ABCA2, ABCF3,
ABCGS, PMS1) mély signifikantné vyssi expresi v HGSC typu v porovnani s ostatnimi
typy EOC. Déle byla zjisténa pozitivni korelace mezi hladinou exprese a PFS pacientek
u geni ABCA2/8/9/10, ABCB1, ABCC9, ABCG2, ATP7A, SLC16A14 a SOD3. Osm
z téchto vztahl zlstalo vyznamnych i po aplikovani Coxovy regrese adjustované na stage,

grade, histologicky typ a reziduum (tab. 18B, s. 78; obr. 15, s. 77).
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15: Signifikantni vztah mezi hladinou genové exprese a PFS pacientek
s intraperitonealnimi metastazami byl zjistén u ABCA2/8/9/10, ABCB1, ABCC9, ABCG2,
ATP7A, SLC16A14 a SOD3.
— vyS§i exprese; - - - niZ8i exprese.
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Tab. 18: Signifikantni vztahy mezi genovou expresi a (A) klinickymi daty, (B) PFS
pacientek s intraperitonealnimi metastazami EOC.

A Charakteristika/Gen p-hodnota Smér

HGSC typ
ABCA2 0,028 1
ABCF3 0,028 1
ABCGS 0,006 1
PMS1 0,047 1

p-hodnota - hodnota vyznamnosti zjist¢énd Mann-Whitneyho testem; smér — smér vztahu
mezi genovou expresi a charakteristikou pacientek; 1 - vySsi genova exprese.

B Gen p-hodnota p-hodnota (Cox) HR 95% CI
ABCA2 0,014 0,024 4,77 1,23 -18,57
ABCAS8 0,012 0,021 493 1,27-19,19
ABCA9 0,014 0,021 493 1,27-19,19
ABCA10 0,039 0,021 493 1,27-19,19
ABCBI 0,043 0,059 3,62 0,95-13,74
ABCC9 0,012 0,021 493 1,27-19,19
ABCG2 0,049 0,065 3,52 0,93 -13,34
ATP7A 0,012 0,012 493 1,27-19,19
SLC16A14 0,012 0,021 493 1,27-19,19
SOD3 0,012 0,021 493 1,27-19,19

p-hodnota — hodnota vyznamnosti zjisténa log-rank testem; p-hodnota (Cox) — hodnota
vyznamnosti adjustovand pomoci Coxovy regrese; HR — pomér rizik (z angl. hazard ratio);
95% CI —95% interval spolehlivosti (z angl. confidence interval).

4.1.5. Charakterizace bunéénych linii

4.1.5.1. Cytotoxicita PCT a karboPt stanovend pomoci kitu CellTiter 96R AQueousOne
Solution Cell Proliferation Assay

Rozsah koncentraci, ve kterych paklitaxel a karboplatina plsobi na bunécné linie
karcinomu vajecnikii cytotoxicky, byly zjistény pomoci kitu CellTiter 96R AQueousOne
Solution Cell Proliferation Assay. Z vysledki uvedenych na obrazku 16 (s. 79) vyplyva, ze
na linii NCI/ADR-RES mé vyrazny cytotoxicky efekt koncentrace paklitaxelu 10 pmol/l,
zatimco u linii OVCAR-3 a SKOV-3 jsou uc¢inné jiz koncentrace 10 — 100 nmol/l. U
karboplatiny nebyly mezi jednotlivymi liniemi zjiStény vyrazné rozdily; cytotoxické

pusobeni bylo pozorovano u koncentraci 100 — 1000 pmol/I1.
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Na zaklad¢ uvedenych vysledki byly vybrany koncentrace paklitaxelu a karboplatiny,
které byly dale studovany pomoci pfistroje xCELLigence RTCA DP.

NCI/ADR-RES — PCT NCI/ADR-RES — karboPt
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Obr. 16: Graf cytotoxicity paklitaxelu (PCT) a karboplatiny (karboPt) viici bunécnym
liniim karcinomu vaje¢nikl stanovené pomoci kitu CellTiter 96R AQueousOne Solution
Cell Proliferation Assay. Primér a smérodatnd odchylka jsou vypocteny z biologickych
replikatd, podil zivych bunék je vztazen ke kontrole.

K — kontrolni vzorek; K-DMSO - kontrolni vzorek obsahujici nejvyssi pouZzitou
koncentraci DMSO, v némz byl PCT rozpustén; K-NFW — kontrolni vzorek obsahujici
nejvyssi pouzitou koncentraci NFW, v niz byla karboPt rozpusténa.
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4.1.5.2. Cytotoxicita PCT a karboPt stanovend pomoci pristroje xCELLigence RTCA DP

Pomoci pfistroje XxCELLigence RTCA DP bylo studovano -cytotoxické plsobeni
paklitaxelu a karboplatiny vG¢i bunécnym liniim karcinomu vaje¢nikd. Rozsah
studovanych koncentraci je uveden v tabulce 18. V programu RTCA Software 2.0 (ACEA
Biosciences Inc.) byly rastové kiivky bunék, k nimz bylo pfiddno chemoterapeutikum,
normalizovany vzhledem ke kontrole a vzhledem k Casu pted ptidavkem studované latky
(obr. 17, s. 81). Pomoci kiivky zavislosti na davce pak byla uréena hodnota ICsy pro
jednotlivé linie a IéCiva; vzhledem k nizkému poctu opakovani experimentu (dvé
opakovani pro kazdou bunécnou linii a chemoterapeutikum) vSak mély stanovené hodnoty
ICso ptili§ velkou smérodatnou odchylku (13 % - 106 %; tab. 19). Hodnoty ICs je proto

potieba uptesnit dalSimi experimenty.

Tab. 18: Rozsah koncentraci paklitaxelu a karboplatiny vybranych pro stanoveni ICs
téchto latek pomoci ptistroje XCELLigence RTCA DP.

Rozsah testovanych koncentraci
Bunécna linie Paklitaxel Karboplatina
NCI/ADR-RES 0,1 =30 pmol/l 10 — 3000 pmol/l
OVCAR-3 1 — 300 nmol/l 10 — 3000 pmol/l
SKOV-3 1 — 300 nmol/l 10 — 3000 pmol/l

Tab. 19: Hodnoty ICsy paklitaxelu a karboplatiny ur¢ené pro jednotlivé linie pomoci
pristroje xCELLigence RTCA DP. Uvedeny jsou hodnoty ICsy = smérodatnd odchylka
(vypocteno ze dvou opakovani experimentu).

Paklitaxel Karboplatina

Bunééna linie  (ICso (24 hod) 1Csg (72 hod)  |ICso (24 hod) ICs0 (72 hod)
NCI/ADR-RES 49+34uM 104+53uM [838,0+131,5uM 134,0 £37,2 uM
OVCAR-3 10,2+4,0nM 11,3+11,1 nM |160,9£52,7 uM 18,7+ 19,8 uM
SKOV-3 11,1 £322nM 59,9+10,6 nM |615,0£225,6 uyM 43,7+ 5,6 uM
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Obr. 17: (A) Priklad zdznamu rtstovych kiivek z programu RTCA Software 2.0 pro linii
NCI/ADR-RES a paklitaxel. PCT byl k bunkdm pfidan po 18 hod preinkubace.
(B) Ristové kiivky bunck, k nimZz byl pfidan PCT, byly normalizovany vzhledem ke
kontrole a vzhledem k ¢asu pied ptidavkem PCT.

Kontrola; kontrolni vzorek obsahujici nejvyssi pouzitou koncentraci DMSO; 100nM PCT;
300nM PCT; ; 3uM PCT; 10uM PCT;

4.1.5.3. Inhibice exprese PRCI pomoci siRNA

Jako soucast predkladané prace byla v bunécnych linich karcinomu vajecnikii zavedena
metodika inhibice exprese kandidatniho genu PRC1 pomoci siRNA. Uginnost inhibice
byla ovéfena jak na irovni mRNA, tak na arovni proteinu. Pfiklad inhibice exprese PRCI
v linii SKOV-3 je uveden na obrazcich 18 (s. 82) a 19 (s. 83).

Na urovni transkriptu bylo v porovnani dvou testovanych koncentraci siRNA
(2,5 a 5 nmol/l) a dvou mnozstvi pfidaného transfekéniho ¢inidla (0,75 a 1,5 ul) dosazeno
vy$§i t€innosti s pouzitim vice siRNA, resp. Lipofectaminu; nejvyssi dosazend ucinnost
inhibice transkripce genu PRCI1 byla 90,8 %. U kontrolniho genu GAPDH bylo pfi
stejnych podminkach dosaZzeno sniZeni exprese o 98,0 % oproti kontrole (obr. 18, s. 82).

Na urovni proteinu vSak sniZzeni exprese PRC1 oproti kontrole nebylo pozorovéano ani pfi
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pouziti 10nM siRNA, ackoliv transkripce kontrolniho genu GAPDH byla pii pouziti
2,5 nebo 10nM siRNA snizena o vice nez 74 % (obr. 19, s. 83). Inhibici exprese PRC1 na

proteinové urovni se tedy nepodafiilo zavést.
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Obr. 18: Piiklad inhibice exprese genu PRC1 pomoci specifickych siRNA v buné¢né linii
SKOV-3. Jako pozitivni kontrola byl soucasné inhibovan také gen GAPDH a byla pouzita
negativni kontrola (NK). Testovany byly (A) rizné koncentrace siRNA pii konstantnim
mnozstvi Lipofectaminu (Lipo.); (B) rizné mnozstvi Lipofectaminu pii konstantni
koncentraci siRNA. Genova exprese v jednotlivych vzorcich byla vztazena ke kontrolnimu

vzorku (K).
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Obr. 19: (A) Priklad inhibice exprese proteinu PRC1 pomoci specifickych siRNA
v bunééné linii SKOV-3. (B) Soucasné byl jako pozitivni kontrola inhibovéan také protein
GAPDH.
MDA-MB-231 - referencni vzorek proteinu zlinie MDA-MB-231; K - kontrola
(neovlivnéné buitkky SKOV-3); K-Lipo. — kontrola s Lipofectaminem; NK — negativni
kontrola.

4.2. STUDIE ZABYVAIJICI SE KARCINOMEM PRSU

Cast studie tykajici se molekuldrnich markerdi karcinomu prsu, ktera je prezentovéna
v predkladané praci, navazuje na vysledky ziskané v nasi laboratofi v predchéazejicich
letech. Pomoci NGS byl na pfistroji GS Junior studovan vliv zirode¢né genetické
variability gent ABCC8 a ABCD2 ve vzorcich DNA z krve pacientek s nadory prsu.
Klinické data pacientek (n = 24) jsou uvedena v tabulce 20 (s. 84 — 85). Tato Cast prace
byla provedena ve spolupraci s kolegou V. Hlavagem, Ph.D. (SZU).
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Tab. 20: Charakteristika pacientek s karcinomem prsu. V tabulce (A) jsou uvedeny
hodnoty faktorialnich veli¢in, v tabulce (B) hodnoty veli¢in kontinudlnich.

A Charakteristika N (%)*
AJCC stage
I 9 (40,9)
II 11 (50,0)
I 2(9,1)
v 0
neuréeno 2
Grade
1 3 (13,0)
2 9@39,1)
3 11 (47,8)
neurceno 1
Histologicky typ
invazivni duktalni karcinom 19 (79,2)
ostatni typy 5(20,8)
Menopauza
pre 13 (54,2)
post 11 (45,8)
Zasazené lymfatické uzliny
ano 8(33,3)
ne 16 (66,7)
Exprese ER
ano 18 (75,0)
ne 6 (25,0)
Exprese PR
ano 18 (75,0)
ne 6 (25,0)
Exprese HER?
ano 8 (24,8)
ne 15 (65.2)
neuréeno 1
Odpoved na NACT
kompletni nebo Caste¢na 11 (47,8)
stabilni onemocnéni nebo progrese 12 (52,2)
neurceno 1
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B Pramér + SD
Vék v dob¢ diagnoézy [rok] 48,9 +£10,8
Velikost nadoru [mm)] 22,8+ 134
Exprese Ki67 [%] 37,2245

*Pocet pacientek, v zavorce jsou uvedena procenta; AJCC — American Joint Committee on
Cancer; NACT — neoadjuvantni chemoterapie; ER — estrogenovy receptor; PR —
progesteronovy receptor; SD — smérodatna odchylka (z angl. standard deviation).

4.2.1. Geneticka variabilita geni ABCC8 a ABCD2 stanovena metodou NGS

Sekvenovanim genu ABCCS bylo u pacientek s karcinomem prsu zjisténo 41 variant,
v genu ABCD2 72 variant. Dvacet, respektive 10 znich bylo umisténo v kodujicich
oblastech. Ptehled jednotlivych typli zamén je uveden v tabulce 21. Z celkového poctu
nalezenych variant bylo 72 % novych (n = 81).

Tab. 21: Zarode¢né varianty zjisténé v genech ABCC8 a ABCD2 u pacientek s nadory
prsu. Uvedeny jsou pocty variant, v zdvorce je uveden pocet patogennich zamén zjisténych
programy Regulome DB, SIFT, PolyPhen-2 nebo HaploReg.

Typ varianty ABCCS8  ABCD2  Celkem
Nekodujici 21 (1) 62 (2) 83 (3)
Posun ¢teciho ramce (frameshift) 6 4 10
Zamény aminokyselin (missense) 5 (2) 2(1) 7(3)
Synonymni (synonymous) 10 3 13
Celkem 41 (3) 72 (3) 113 (6)

4.2.1.1. Vyznam genetické variability genit ABCC8 a ABCD2

Zarodecné varianty zjiSténé v genech ABCCS8 a ABCD?2 u pacientek s nadory prsu pomoci
NGS byly podrobeny in silico analyze za ucelem zjistit jejich funkéni vyznam. Tii SNP
v genu ABCCS a tii v genu ABCD?2 byly programy Regulome DB, SIFT a PolyPhen-2
oznaceny jako Skodlivé (tab. 22A, s. 86). Program HaploReg navic ukazal, ze
polymorfismy rs757110 v genu ABCCS8 a rs117275340 v genu ABCD2 mohou potencialné
ménit vazebné misto pro fadu transkripénich faktort (tab. 22B, s. 86).

S vyjimkou SNP rs757110 byly vSechny varianty zjisténé v genech ABCC8 a ABCD2
detekovany pouze u jedné ze studovanych Zen. Vztahy mezi zjiSténymi genetickymi

variantami a klinickymi daty pacientek proto mohly byt zkoumany pouze v ptipadé¢ SNP
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rs757110 genu ABCCS (distribuce fenotypii rs757110 je uvedena v tabulce 23, s. 87).

Se zadnou ze studovanych charakteristik vSak nebyl zjistén signifikantni vztah.

Tab. 22: Vysledky analyzy funkéniho vyznamu SNP gent ABCCS a ABCD?2
v programech (A) Regulome DB, SIFT a PolyPhen, (B) HaploReg.

A

“Cut off < 0,05; °Cut off > 0,2; N/A — neni k dispozici (z angl. not available).

Umisténi na

Identifikace Zaména Program pouzZity pro analyzu

CTCF disc10 LBP-1 2

E2A 3

TCF12_knownl

chormozomu SNP amino- Regulome DB  SIFT* PolyPhen®
Kyselin
ABCCS
chr11:174982 25InsC  novy - Pravdépodobné¢ N/A  N/A
ovliviiuje vazbu
chr11:174982 75C>T  novy VITM N/A 0,02 0,98
chrl1:174184 77C>A  rs757110 A197S Pravdépodobné¢ N/A 0,68
ovliviiuje vazbu,
vztah k expresi
cilového genu
ABCD2
chr12:399475 45Delins3 novy - Pravdépodobné N/A  N/A
ovliviiuje vazbu
chr12:399475 47DelA  novy — Pravdépodobné¢ N/A  N/A
ovlivituje vazbu
chr12:400133 92G>C  rs117275340 A9G  N/A 0,02 0,84
B  Umisténi na Zménény vazebny motiv (HaploReg)
chormozomu
ABCCS
chr11:174982 25InsC ~ N/A
chr11:174982 75C>T  N/A
chr11:174184 77C>A  CCNT2
SZF1-1
ABCD2
chr12:399475 45Delins3 N/A
chr12:399475 47DelA  N/A
chr12:400133 92G>C  AP-4 1 GATA disc4 Myf 2
AP-4 3 HENI 1 Myf 3
Ascl2 HENI1 2 SREBP known4
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Tab. 23: Distribuce frekvence alel rs757110 ABCCS zjisténa ve studovaném souboru zen
s karcinomem prsu.

Distribuce frekvence alel rs757110 ABCC8 N (%)

CC 4(16,7)
CA 9 (37.,5)
AA 11 (45,8)

“Pocet pacientek, v zavorce jsou uvedena procenta.

Vysledky sekvenovani DNA z krve pacientek s karcinomem prsu na pfistroji GS Junior
byly spolu s dalSimi vysledky ziskanymi v nasi laboratofi vyuzity pifi pfipravé panelu
509 gent, jejichz geneticka variabilita byla dale studovana sekvenovanim na pfistroji

MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA; neni soucasti predkladané prace).
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5. DISKUZE

Tématem této prace bylo studium prognostického a prediktivniho vyznamu molekuldrnich
biomarkert nadorti vaje¢nikti a prsu, které maji potencialni uplatnéni v terciarni a kvartérni
prevenci. Vzhledem k tomu, ze oba tyto karcinomy patii mezi celosvétoveé nejrozsirencjsi
nadorova onemocnéni zZen a ze stale maji vysokou umrtnost (Ferlay J. et al., 2015), je
potieba zlepsit diagnostiku a také zvysit ucinnost protinadorové terapie, na ¢emz se prave
prognostické a prediktivni biomarkery mohou vyznamné podilet (Duffy M.J. ef al., 2015).
V nasledujicich kapitolach budou dikutovany nejvyznamnéj$i vysledky objevené

v jednotlivych Castech prace.

5.1. Analyza genové exprese v nadorech vaje¢nikii, analyza metylace a vyskytu SNP v
kandidatnich genech

Zakladni otazkou prvni casti prace bylo, zda existuji rozdily v expresi vybranych geni
mezi nadorovou a nenadorovou tkani (kontrolami) a jak tyto zmény souvisi s klinickymi
daty pacientek, tedy jaky maji potencidlni prognosticky vyznam. Prace byla rozd€lena na
pilotni a validacni cast; v pilotni ¢asti byla z 94 studovanych genl exprese 37 genil
vyznamné sniZena, naopak 13 genli mélo v nadorech oproti kontrolni tkani zvySenou
expresi. S vyjimkou Sesti genii byly trendy nalezené v pilotni ¢asti studie potvrzeny ve
validacni ¢asti. Kromé toho byla v obou c¢astech studie zjiSténa fada vyznamnych vztaht
mezi hladinou genové exprese a klinickymi daty pacientek (zejména se stupném
diferenciace nadoru, expresi Ki67 a PFS; vztah genové exprese a piezivani pacientek bude
diskutovan dale, s. 91 — 92). Jako kandidati pro dals§i 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 prognoézou pacientek.

Gen ABCBI je jednim znejvice studovanych ABC transportérii. Jeho transkripce byla
v nadorech v porovnani s kontrolami sniZena, jak jiz bylo dfive pozorovano u EOC
(Ehrlichova M. ef al., 2013) i u jinych typl nadort (Hlavac V. et al., 2013; Hlavata 1. et
al., 2012). Vsouladu stim byl promotor genu ABCBI v tkani EOC vyrazné
hypermetylovan. Soubor vzorkl, u néhoz byla studovana metylace ABCB1, byl rozdélen na
pacientky pfed chemoterapii a po aplikaci NACT. U pacientek pfed chemoterapii vyssi

hladina metylace korelovala s niz$i genovou expresi, po aplikaci NACT nikoliv. Tyto
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vysledky souhlasi s diive publikovanou studii provedenou na bunécné linii karcinomu
prsu, v niz aplikace chemoterapeutik vedla k poklesu metylace a ke snizeni transkripce
genu ABCBI1 (Reed K. et al., 2010). Tyto vysledky potvrzuji ulohu transportéru ABCB1 v
chemorezistenci nadorovych bunék (Gottesman M.M. et al., 2002), ukazuji vSak, ze ke
vzniku rezistence pravdépodobné dochazi az v pritbéhu 1écby. Zaroven zdiiraziuji vyznam
genotypu pro prognédzu a vysledek terapie. Gen ABCBI je tedy vyznamnym potencidlnim
biomarkerem nejen u nadort prsu (Dejeux E. ef al., 2010), ale také u nadort vajecnik.
Exprese genu ABCA2 nebyla v nadorech deregulovéna, nizsi transkripce v nadorech vsak
souvisela s vy$§im stupném diferenciace nadoru a s vysSsi expresi proliferacniho markeru
Ki67. Dale byl v DNA z krve pacientek s EOC studovan vyskyt tii SNP v genu ABCA2.
Objeveny vztah mezi SPN rs908832 a stupném diferenciace nadoru potvrdil vysledky
pilotni a validaéni ¢asti studie EOC. Vyznamny je také vztah mezi variantnim genotypem
G/G SNP rs2271862 a PFS; jeho vyskyt asocioval s delSim piezivanim pacientek a tedy
sleps$i progndzou. Protein ABCA2 se podili na transportu steroidnich latek
a pravdépodobné souvisi se vznikem nédort a s chemorezistenci nadorovych bunék (Mack
J.T. et al., 2006; Ween M.P. et al., 2015). Podle vysledki této prace je nizka exprese genu
ABCA?2 vyznamnym potencidlnim biomarkerem agresivniho typu EOC a, stejn¢ jako SNP
rs908832 a rs2271862 v genu ABCA2, je kandidatem pro dalsi studium

Exprese genu PRC1 byla v nddorové tkani zvySena a pozitivné korelovala s hladinou Ki67,
jak jiz bylo popsano (Ehrlichova M. et al., 2013). Byla zavedena také imunodetekce
proteinu PRC1 v ovarialni tkani, exprese proteinu v nadorech oproti kontrolam vSak nebyla
signifikantné zménéna. Ddle byl zkouman vyznam Sesti SNP v genu PRCI. SNP
rs8031684 souvisel s HGSC typem, 152290203 a rs8028856 asociovaly se stadiem EOC. U
SNP 12290203, rs12910825 a rs8042680 v genu PRCI byl navic programem
RegulomeDB in silico predikovan vliv na vazbu transkripénich faktori, a tedy potencidlni
vliv na regulaci genové exprese PRC1 a na jeho funkci. V predchozich pracich jiz byla
ukazana souvislost mezi 1s2290203 a rs8042680 a rizikem vzniku nadora prsu (Cai Q. ef
al.,2014; Chen Y. et al., 2016; Zhao Z. et al., 2016). Gen PRC1 a SNP v genu PRC/ jsou
proto potencidlnimi prognostickymi faktory také u EOC.

5.2. Analyza genové exprese v intraperitonealnich metastazach vychazejicich z EOC
Vychozi hypotéza této Casti prace predpokladala, Ze mezi primarnimi naddory vajec¢nikl a

intraperitonealnimi metastazami vychazejicimi z EOC existuji rozdily nejen v expresi gent
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souvisejicich s EMT, jak jiz bylo dfive popsano (Nakayama K. et al., 2012), ale také
v expresi dalSich genil. Cilem bylo zjistit, zda tyto rozdily souvisi s prognézou pacientek.
Z 66 studovanych genil bylo v intraperitonealnich metastazach v porovnani s primarnimi
EOC zjisténo signifikantni snizeni exprese u 15 genti. Porovnanim exprese v fad¢ kontroly
— primarni nadory — metastdzy pak bylo deregulovano 22 genil. Vyznamnym zjiSténim je,
ze geny ABCA7, ABCB2, ABCC3 a NRI1Il mély zvySenou expresi a geny ESR2 a
NR1H4 snizenou expresi v obou téchto porovnanich. V ptipadé genit ABCA7 a ESR2 tyto
zmeény zustaly signifikantni i po FDR korekci. Tyto vztahy proto mohou piedstavovat
vyznamné potencialni biomarkery vzniku a progrese EOC.

Zvysena genova exprese transportéru ABCA7 byla zjisténa také v pilotni fazi studia EOC
ajiz diive byla pozorovana u nddort prsu (Hlavac V. et al., 2013). ZvySeni exprese
v nadorové oproti nenddorové tkani ABCA7 bylo neddvno ukazéano také u EOC, a to jak na
urovni mRNA, tak na Urovni proteinu. Vyssi exprese ABCA7 zde zaroven souvisela
s horSim ptezivanim pacientek (Liu X. et al., 2018), ackoliv predkladand studie vztah mezi
mirou transkripce ABCA7 a PFS neukdzala. Na zéklad¢ experiment( s bunéénymi liniemi
EOC bylo zjisténo, ze potlaceni exprese ABCA7 vede ke sniZzeni migrace bunck, a tedy Ze
ABCA7 urychluyje EMT (Liu X. et al.,, 2018), coz je vsouladu s nasi hypotézou.
Transportér ABCA7 se v bunikach podili na eliminaci fosfolipidii a cholesterolu (Abe-
Dohmae S. et al., 2004). Mechanismus plisobeni ABCA7 v karcinogenezi a metastatickém
bujeni tak pravdépodobné souvisi s metabolismem lipidd, ktery v EOC hraje kli¢ovou roli
(Beloribi-Djefaflia S. et al., 2016). Je tedy ziejmée, Ze transportér ABCA7 je pro rozvoj
EOC vyznamny, a je proto kandidatem pro dalsi studium.

Dalsi z kandidatnich genti ESR2 koduje expresi estrogenniho receptoru, ktery se vyznamné
uplatiuje v karcinogenezi nadori prsu, kde jiz byl také zaveden jako cil protinddoroveé
terapie (Lin C.Y. et Gustafsson J.A., 2015). Predkladana prace vsak ukazala, ze hladina
exprese genu ESR2 je vyznamnad také pro EOC. V souladu snasimi vysledky byla
1 v dalSich pracich zjiSténa snizena exprese ESR2 v nadorové oproti nenadorové ovarialni
tkani (Feng Y. et al., 2019; Suzuki F. et al., 2008), nizka exprese ESR2 také asociovala
s krat$im ptezivanim pacientek (Fekete T. et al., 2012; Feng Y. et al., 2019). Nedavna
studie ukazala, Ze aktivace ER v metastazujicich buiikach karcinomu prsu vede k bunééné
smrti a potlacuje metastatické bujeni v plicich. Tyto vysledky naznacuji potencidlni

vyznam estrogenového receptoru pro lécbu metastatického nddorového onemocnéni
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u karcinomu prsu (Zhao L. et al., 2018), avSak vyznam mohou mit i pro 1écbu metastaz
ovarialniho karcinomu.

Hodnocen byl samoziejmé i vztah mezi genovou expresi a prezivanim pacientek do
progrese onemocnéni. V intraperitonedlnich metastazach s délkou PFS pozitivné
korelovala hladina transkripce 10 genii (ABCA2/8/9/10, ABCBI, ABCCY9, ABCG?2,
ATP7A, SLC16A14, SOD3). U geni ABCA9/10, ABCC9, ABCG2 a SLC16A14 byl tento
vztah zjistén jiz v pilotni nebo valida¢ni ¢asti studia, tedy ve tkani primarnich EOC.

V piipadé geni ABCA9 a ABCAI10 byla v pilotni a valida¢ni fazi zjiSténa také snizena
exprese v primarnich nadorech oproti kontrolam, gen ABCA10 mél snizenou expresi také
v porovnani K — pT — iM. Déle hladina transkriptu obou téchto genl v primdrnich
nadorech korelovala s hladinou prolifera¢niho markeru Ki67. V praci autortt Hedditch E.L.
et al. (2014) byl mezi transportéry z rodiny ABCA a délkou ptezivani pacientek s EOC
zjistén vztah u geni ABCAG6/8/9, u genu ABCAI10 nikoliv. Rozdilny vysledek muze
souviset s odliSnym histologickym typem studovanych vzorkl v jednotlivych pracich.
Fyziologicka funkce transportérit ABCA9/10, stejné jako jejich uloha v karcinogenezi, je
zatim malo prozkouména. Pravdépodobné se, stejné jako dalsi ¢lenové ABCA rodiny,
ucastni metabolismu lipidd (Ween M.P. et al., 2015). Nase vysledky ukazuji, ze nizka
hladina mRNA geni ABCA9/10 je negativnim prognostickym markerem, a potvrzuji, ze
zmény v metabolismu lipidil souvisi s karcinogenezi a progresi EOC.

Transkripce genu ABCC9 byla v primarnich nadorech oproti kontroldm sniZena,
v intraperitonedlnich metastazach vSak byla jeho exprese oproti primarnim nadortim
zvySena. Stejné tak je v rozporu smér vztahu mezi hladinou exprese ABCC9 a délkou
bezpiiznakového piezivani pacientek. Zda jsou rozdilné vysledky disledkem progrese
EOC, nebo zda jsou nespravné, je potieba ovéfit na vétSim souboru vzorkl. V literatuie
neni uloha genu ABCC9 v EOC doposud popsdna; pro potvrzeni €i vyvraceni jeho
vyznamu proto budou potieba dalsi studie.

Exprese genu ABCG2 byla ve sméru K — pT — iM snizena, dale byl, shodn¢ s validacni
fazi studia EOC, zji§tén vztah mezi mirou exprese a PFS pacientek. V pilotni fazi bylo také
ukézéno, Ze v bunkach s vyssi expresi proteinu Ki67, tedy s vyssi mirou proliferace, je
transkripce ABCG2 snizena. VSechny tyto vysledky jsou v souladu a ukazuji, ze nizsi
exprese genu ABCG2 je potencialnim negativnim prognostickym markerem EOC.
Signifikantni vztah mezi expresi ABCG2 a rezistenci nadorovych bunék vii¢i chemoterapii

vSak detekovan nebyl, ackoliv v literatufe je zvySena exprese genu, resp. proteinu ABCG2
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v nddorovych buiikidch oznacovdna jako pfi¢ina vzniku 1ékové rezistence (Gottesman
experimentech (Eyre R. et al., 2014; Januchowski R. et al., 2014), ve vzorcich tkani
pacientek vSak doposud vztah mezi expresi ABCG2 a chemorezistenci prokazan nebyl
(Auner V. et al, 2010). V ¢lanku Hedditch E.L. et al. (2014) nebyla souvislost
s prezivanim pacientek zji$téna, avSak v praci autort Tian C. ef al. (2012) bylo ukézano, ze
vyskyt variantniho genotypu genu ABCG2 souvisi s delSim PFS a niz§im rizikem progrese
u pokrocilych stadii EOC. Vztah mezi expresi ABCG2 a prezivanim pacientek tak mutze
zaviset na funk¢ni varianté genu a je potieba ho detailné prozkoumat.

Je zajimavé, Zze vysledky stanovené pro gen ABCG2 jsou prakticky totozné s vysledky
genu SLC16A14. Stejné jako ABCG2, 1 transportér SLC16A14 je v literatufe spojovan
s Iékovou rezistenci bunéénych linii ovaridlniho karcinomu (Januchowski R. et al., 2013;
Januchowski R. ef al., 2014), avsak in vivo jeho funkce v EOC doposud zkouméana nebyla.
Ani v predklddané praci nebyl zjistén vztah mezi rezistentnim fenotypem pacientek
aexpresi genu SLC16A14. Vztah s PFS a deregulace transkripce v primdrnich nadorech
a intraperitonedlnich metastdzach vSak ukazuji, Ze by se mohlo jednat o potencialni

biomarker prognoézy EOC.

5.3. Stanoveni cytotoxicity a inhibice genové exprese pomoci siRNA v bunéénych

liniich karcinomu ovarii

Jako soucast predkladané prace byla zavedena kultivace tfi bunécnych linii karcinomu
vajeCnikl (NCI/ADR-RES, OVCAR-3, SKOV-3) a sledovana jejich citlivost vici
paklitaxelu a karboplatin€. Podle udaji v literatuie je linie NCI/ADR-RES rezistentni vii¢i
pusobeni paklitaxelu (Ehrlichova M. et al., 2005), zatimco linie OVCAR-3 a SKOV-3 jsou
citlivé az stfedné citlivé vici karboplatin€ a paklitaxelu (Beaufort C.M. et al., 2014), coz
bylo potvrzeno i v této prac; linie OVCAR-3 a SKOV-3 byly vii¢i paklitaxelu stokrat az
tisickrat citlivéjsi nez linie NCI/ADR-RES (10 — 100 nmol/l, respektive 10 pmol/l).
V ptipadé karboplatiny vSak u vSech tii linii pisobily cytotoxicky stejné koncentrace (100
— 1000 pmol/l).

V bunéénych liniich EOC byla dale zavedena inhibice genové exprese metodou RNA

interference s pouZzitim siRNA, konkrétné siRNA proti kandidatnimu genu PRCI.
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5.4. Analyza zarode¢né genetické variability genit ABCC8 a ABCD2 v Krvi pacientek

s nadory prsu stanovena metodou NGS

Na vzorcich DNA izolované z periferni krve pacientek snddory prsu byla zavedena
metodika sekvenovani nové generace na pfistroji GS Junior. Metoda byla nasledné vyuzita
pro analyzu vyskytu zérode¢nych genetickych variant v genech ABCCS8 a ABCD?2. In silico
analyzou byl dile studovan potencidlni vyznam jednotlivych zarodecnych variant.
Zkoumano bylo 39 exonti v genu ABCCS a 10 exonil v genu ABCD2, v nichz bylo celkem
nalezeno 41, respektive 72 variant. Tii zdmény v genu ABCCS a tfi v genu ABCD?2 byly
oznaceny jako potencidlné patogenni. V pifipadé dvou zdmén se jednalo o jiz
identifikované SNP (rs757110 v genu ABCCS, rs117275340 v genu ABCD?2), ostatni
varianty byly nové. V piipadé SNP rs757110 ABCCS a rs117275340 ABCD2 byl navic
predikovan vliv na vazebné misto v sekvenci.

Vzhledem k nizké frekvenci vyskytu jednotlivych genetickych variant mohl byt vztah
s klinickymi daty pacientek zkoumén pouze u rs757110 v genu ABCCS. Zadny vztah viak
nalezen nebyl, ackoliv v praci autord Lehman T. et al. (2008) bylo zjisténo vyssi riziko
genova exprese ABCCS8 asociovala se stupném diferenciace nadorovych bunék, expresi
hormonadlnich receptorti a markeru Ki67 (Hlavac V. et al., 2013). Tyto rozdily mohou
souviset s velikosti studovaného souboru; v pfedkladané praci byly pouZity vzorky pouze
od 24 pacientek. Tento pocet byl dostacujici pro zavedeni metodiky, pro potvrzeni
vyznamu 18757110 ABCCS pro vznik nadorG prsu a progndézu onemocnéni vsak bude
potieba vEtsi soubor pacientek.

Kvuli nizké frekvenci zastoupeni ve studovaném souboru pacientek nemohly byt
z hlediska vztaht s klinickymi daty analyzovany ani varianty detekované v genu ABCD..
Bohuzel tak nemohla byt potvrzena hypotéza, Ze exprese genu ABCD2, respektive jeho
varianty, souvisi s odpovédi pacientek s nadory prsu na NACT, ktery vychézel z pfedchozi
prace (Hlavac V. et al., 2013). Ackoliv SNP rs117275340 v genu ABCD? je jiz znam, jeho

vyznam doposud zkouman nebyl, a tak zstdva kandidatem pro dalsi vyzkum.
Mezi nejvétsi limitace predkladané prace patii relativné malé soubory pouzitych vzorku.

Cilem prace vsak bylo najit geny, které se pravdépodobné podileji na vzniku nebo progresi

onemocnéni, maji vliv na pfezivani pacientek nebo na rozvoj metastaz. Pro identifikaci
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kandidatnich genil jsou soubory pouzité v této praci dostacujici, pro potvrzeni jejich funkce
bude potieba analyzovat vétsi pocty vzorkl v jednotlivych souborech.

Jednim =z pfinosti této prace je zavedeni nckterych novych metod na Oddéleni
toxikogenomiky SZU v Praze. Jednalo se o technologie, které umoziiuji detailni studium
funkce kandidéatnich biomarkerti v zavedenych in vitro systémech, dale pak byla pro
detailni vyzkum genetického profilu pacientii se solidnimi nadory uspéSné zavedena
metodika sekvenovani nové generace vcetné jejiho hodnoceni a analyzy dat. Tato
technologie ziskava v souc¢asné dob¢ stale vétsSi vyznam pro studium genotypu a fenotypu
onkologickych pacientil a hraje vyznamnou roli v oblasti tercidrni a kvartérni prevence
nadorovych onemocnéni v ramei individualizované terapie. Zavedend metoda NGS byla na
Odd¢leni toxikogenomiky také jiz uspéSné vyuzita pro dalsi studium nddord prsu (Hlavac
V.etal.,?2018).

Dal$im vyznamnym pfinosem této prace je analyza genové exprese celé rodiny ABC
transportérti, kterd u ovaridlniho karcinomu doposud nebyla studovana. Unikatni je rovnéz
porovnani genové exprese v kontrolach, priméarnich nddorech a intraperitonealnich
metastazach EOC. Prace poskytuje fadu novych informaci, které doposud nebyly
v literatufe publikovany, a identifikuje potencidlni biomarkery, jejichZ mozZnosti vyuZiti

v terciarni a kvartérni prevenci naddorovych onemocnéni budou pfedmétem dalSich studii.
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6. ZAVERY

Tématem ptedkladané prace byly molekuldrni biomarkery zhoubnych nédort vajecnika
aprsu. V jednotlivych castech prace byly objeveny vyznamné vztahy mezi genovou
expresi, respektive genotypem (SNP, metylace DNA, zarodeCna variabilita) v nddorové
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 1€¢iv v ramci individualizované terapie.

1. Prdce zabyvajici se primdrnimi nddory vajecniki

V casti zabyvajici se ovaridlnim karcinomem bylo ukédzano, ze exprese fady gend je
v nadorové tkani deregulovana, a byly zjistény vyznamné vztahy s klinickymi
charateristikami, ¢imz byla potvrzena zakladni hypotéza této Casti prace. Vyznamné se
zdaji byt pfedevsim geny ABCA2/12, ABCBI1, PLK1 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¢ vyznamné asociovaly
s délkou prezivani pacientek. Geny ABCA2, ABCBI a PRC1 byly vybrany pro dalsi
studium, jehoZ cilem bylo zjistit, zda a jak ovliviluji prognézu pacientek zmény na urovni
genotypu (metylace, SNP).

V ptipadé genu ABCBI1 nebyl zjistén predpokladany vztah mezi mirou transkripce a
progndzou pacientek nebo citlivosti nadorovych bun¢k viici chemoterapii. Bylo vSak
ukdzano, Ze promotor genu ABCBI je v nadorové tkani hypermetylovan a Ze stupen
metylace, tedy hladina genové exprese, je ovlivilovana aplikaci NACT.

Snizena exprese genu ABCA2 v nadorech vyznamné asociovala s vySSim stupném
diferenciace a s vy$§im stupném proliferace nddorovych bunék. Se stupném diferenciace
nadorovych bunek navic souvisel také vyskyt SNP rs908832 v genu ABCA2, vyskyt SNP
152271862 zase asocioval s PFS pacientek.

Exprese genu PRC1 byla v nddorech zvySena a korelovala s mirou proliferace nadorovych
bunck. Vyskyt polymorfismil 1s2290203, rs8028856 a rs8031684 v genu PRC1 asocioval
se stadiem nebo HGSC typem EOC. Vyskyt SNP rs12910825, rs8042680 a rs2290203 v
genu PRCI navic pravdépodobné ovlivituje vazbu transkripénich faktort (in silico

analyza).
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2. Prace zabyvajici se intraperitonedlnimi metastizami vajecnikii

Cilem této ¢asti prace bylo zjistit, zda se genova exprese lisi také mezi primarnimi nadory
a intraperitonealnimi metastdizami EOC a zda souvisi s progndézou pacientek. Porovnana
byla exprese genu v primarnich nadorech a metastazach a také v fad¢ kontroly — primérni
nadory — metastazy. Exprese genit ABCA7, ABCB2, ABCC3, ESR2, NH1H4 a NRI1I1
byla vyznamné deregulovana v obou téchto porovnanich.

Déle byly objeveny geny, jejichz exprese v intraperitonealnich metastazach asociovala
s bezptiznakovym pfezivanim pacientek. U geni ABCA9/10, ABCC9, ABCG2

a SLC16A14 byl tento vztah zjistén také u primérnich ovarialnich nadora.

3. Prace s bunécnymi liniemi karcinomu vajecnikii

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

Stanovenim cytotoxicity bylo potvrzeno, Ze linie OVCAR-3 a SKOV-3 jsou vici
paklitaxelu stokrat az tisickrat citlivéjsi nez linie NCI/ADR-RES (10 — 100 nmol/l,
respektive 10 umol/l). V ptipad€ karboplatiny jsou vSechny tfi linie srovnatelné citlivé
(100 — 1000 pmol/l). S pouzitim siRNA byla v bunéénych liniich zavedena inhibice
exprese PRC1 na rovni genu.

Zavedené bun&éné modely jsou v soucasné dobé na Oddéleni toxikogenomiky SZU

vyuzivany pro in vitro i in vivo studie U€inkll experimentalnich taxanovych derivatu.

4. Prace zabyvajici se nadory prsu

Cilem posledni casti bylo zavést metodiku sekvenovani nové generace. Hypotéza
predpokladala, Ze DNA z krve pacientek s karcinomem prsu obsahuje vyznamné zmény na
urovni genotypu a ze tyto zmény maji funkéni vyzam.

Na pfistroji GS Junior bylo metodou NGS sekvenovano 39 exoni v genu ABCCS
a 10 exonit v genu ABCD2. Bylo identifikovano 41, respektive 72 zarode¢nych variant,
z nichZ bylo 72 % nami nové popsanych. In silico analyzou byly predikovany potencidlné
Skodlivé varianty, v ptipadé SNP rs757110 v genu ABCCS a rs117275340 v genu ABCD2

byl navic predikovan vliv na vazbu fady transkrip¢nich faktora.
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SOUHRN

Zhoubné nadory vajecnikli a prsu patii mezi nejrozsifenéj$i nadorova onemocnéni v Zenské
populaci. I pies pokroky v diagnostice a terapii je umrtnost stale vysokd; vyzamny nastroj
nejen pro Casnou detekci nddorového onemocnéni, ale také pro sledovani prognozy
aprevenci progrese predstavuji molekuldrni biomarkery, jejichz studium bylo naplni
predkladané prace.

Cilem prace bylo zjistit, (i) zda mezi nadorovou a nenddorovou tkéni, respektive mezi
kontrolami, primérnimi nddory a intraperitonealnimi metastazami existuji rozdily v genové
expresi; (i1) zda genova exprese, respektive vyskyt genetickych variant (jednonukleotidové
polymorfismy, metylace DNA, zarodecna variabilita) asociuji s klinickymi daty pacientek
a maji tak potencidlni prognostisticky vyznam.

V ptipad¢ ovaridlniho karcinomu (EOC, z angl. epithelial ovarian cancer) bylo ukazéano, ze
50 z 94 studovanych geni je v nadorech oproti kontrolam (K) deregulovano, stejné jako
152z 66 genu v intraperitonedlnich metastdzach (iM) v porovnani s primarnimi nadory
(pT). Exprese genit ABCA7, ABCB2, ABCC3, ESR2, NH1H4 a NR1I1 byla deregulovana

jak v porovnani primarnich nadorli a metastaz, tak v porovnani K — pT - iM. Mezi

stadiem, stupném diferenciace nebo proliferaci nadorovych bunék. Vyznamna je také
asociace geni ABCA9/10, ABCC9, ABCG2 a SLC16A14 s délkou prezivani pacientek,
ktera byla zjiSténa jak v primarnich nadorech, tak v intraperitonealnich metastazach EOC.
Zajimavé vztahy byly nalezeny také u polymorfismt rs908832 a rs2271862 v genu ABCA2
a 152290203, rs8028856 a rs8031684 v genu PRCI. Promotor genu ABCBI byl v nadorech
hypermetylovan a stupent metylace byl ovlivnén aplikaci neoadjuvantni chemoterapie.

V ptipadé nadort prsu byla metodou sekvenovani nové generace analyzovana zarodecna
geneticka variabilita geni ABCCS8 a ABCD2. Bylo objeveno 41, respektive 72 variant,
72 % z nich bylo novych. U Sesti z nich byl in silico predikovan potencidlni skodlivy vliv
nebo vliv na vazbu transkrip¢nich faktort.

ovarialniho karcinomu a porovnani genové exprese v kontrolach, primarnich nadorech a
intraperitonealnich metastazach EOC. Vysledky ukazuji geny vyznamné pro prognézu
pacientek s nadory vajecnika a prsu. Moznosti jejich vyuziti v prevenci progrese a selhani

terapie nadorovych onemocnéni budou predmétem dalSich studii.
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SUMMARY

Malignant tumors of ovary and breast are among the most widespread cancers in women.
Despite improvements in diagnostics and in therapy, mortality is still very high. 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 (i) 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 (single nucleotide polymorphisms, DNA methylation, germline mutations)
associate with clinical data of patients, thus being potentially relevant for prognosis.

In epithelial ovarian cancer (EOC), 50 of 94 genes were deregulated in controls compared
to tumors. Fifteen of 66 genes were deregulated in intraperitoneal metastases compared to
primary tumors. Gene expression of ABCA7, ABCB2, ABCC3, ESR2, NHI1H4 and NR1I1
was deregulated either in comparison of primary tumors and metastases, or in comparison
of C — pT — iM. The most interesting findings are relationships between ABCA2/12,
ABCBI1, PLKI1 and PRCI gene expression, and tumor grade, stage or tumor cells
proliferation. Associations between ABCA9/10, ABCC9, ABCG2 and SLC16A14 gene
expression, and progression-free survival of EOC patients, which was found out either in
primary tumors or in metastases, are also very important. Other interesting associations
were found for polymorphisms rs908832 and rs2271862 in ABCA2 gene, and rs2290203,
rs8028856 and rs8031684 in PRCI gene. ABCBI promotor was hypermethylated in tumors
compared to controls. The methylation status was influenced by neoadjuvant
chemotherapy application.

In breast cancer, germline mutations in ABCC8 and ABCD2 genes were analyzed by
methods of next generation sequencing. Forty-one and 72 variants were discovered,
respectively; 72 % were new. Six variants were in silico predicted to be potentially harmful
or to influence binding of transciptional 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 controls, primary tumors and
intraperitoneal EOC metastases. 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.
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Piiloha 1: Seznam cilovych genl a prob (TagMan Gene Expression Assay) pouzitych ve
studiich zabyvajicich se ovaridlnim karcinomem.

Gen Nazev genu (angl.) Assay Studie®
GAPDH®  Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase Hs02758991 gl
GUSB"® Glucuronidase Beta Hs99999908 m1
PPIA® Peptidylprolyl Isomerase A Hs99999904 m1 A, B, C
TBP® TATA-Box Binding Protein Hs00920495 m]
UBC® Ubiquitin C Hs00824723 ml A,B,C
YWHAZ®  Tyrosine 3-Monooxy.gen.ase/Trypt[ophan 5- Hs03044281 gl A.B,C
Monooxygenase Activation Protein Zeta -
ABCAI ATP-Binding Cassette Subfamily A Member 1 Hs00194045 ml A, C
ABCA2 ATP-Binding Cassette Subfamily A Member 2 Hs00242232 ml A,B,C
ABCA3 ATP-Binding Cassette Subfamily A Member 3 Hs00184543 ml A,B,C
ABCA7 ATP-Binding Cassette Subfamily A Member 7 Hs00185303 ml A, C
ABCAS ATP-Binding Cassette Subfamily A Member 8 Hs00992371 ml A, B, C
ABCA9 ATP-Binding Cassette Subfamily A Member 9 Hs00329320 ml A, B, C
ABCAI10° ATP-Binding Cassette Subfamily A Member 10  Hs00365268 m1 A, B, C
ABCA12  ATP-Binding Cassette Subfamily A Member 12 Hs00292421 ml A, B, C
ABCA13  ATP-Binding Cassette Subfamily A Member 13 Hs01110169 ml1 A, C
ABCBI1 ATP-Binding Cassette Subfamily B Member 1 Hs00184491 ml A, B, C
ABCB2 ATP-Binding Cassette Subfamily B Member 2 Hs00388677 ml A, C
ABCB3 ATP-Binding Cassette Subfamily B Member 3 Hs00241060 ml A, C
ABCB4 ATP-Binding Cassette Subfamily B Member 4 Hs00240956 m1 A, C
ABCB5S ATP-Binding Cassette Subfamily B Member 5 Hs00698751 ml1 A
ABCBI11 ATP-Binding Cassette Subfamily B Member 11~ Hs00184824 ml A, C
ABCCI ATP-Binding Cassette Subfamily C Member 1 Hs00219905 m1 A, C
ABCC2 ATP-Binding Cassette Subfamily C Member 2 Hs00166123 ml A, C
ABCC3 ATP-Binding Cassette Subfamily C Member 3 Hs00358656 ml A, B, C
ABCC4 ATP-Binding Cassette Subfamily C Member 4 Hs00195260 ml A, C
ABCCS ATP-Binding Cassette Subfamily C Member 5 Hs00981089 ml A, C
ABCC6 ATP-Binding Cassette Subfamily C Member 6 Hs00184566 ml A, B, C
ABCC7 ATP-Binding Cassette Subfamily C Member 7 Hs00357011 m1 A
ABCCS ATP-Binding Cassette Subfamily C Member 8 Hs00165861 ml1 A,
ABCC9 ATP-Binding Cassette Subfamily C Member 9 Hs00245832 ml1 A, B, C
ABCCI10  ATP-Binding Cassette Subfamily C Member 10  Hs00375716 m1 A, C
ABCC11  ATP-Binding Cassette Subfamily C Member 11 ~ Hs01090768 m1 A
ABCC12  ATP-Binding Cassette Subfamily C Member 12 Hs00264354 ml A
ABCDI ATP-Binding Cassette Subfamily D Member 1 Hs00163610 ml A, C
ABCD2 ATP-Binding Cassette Subfamily D Member 2 Hs00193054 ml A,B,C
ABCD3 ATP-Binding Cassette Subfamily D Member 3 Hs00161065 m1 A, B, C
ABCD4 ATP-Binding Cassette Subfamily D Member 4 Hs00245340 ml A, C
ABCEI1 ATP-Binding Cassette Subfamily E Member 1 Hs01009190 m1 A, C




ABCF1
ABCF2
ABCF3
ABCGI
ABCG2
ABCG5
ABCGS8
ATOXI1
ATP7A
ATP7B
ATPI11B
CYP2C8

CYP3A4

EGFR
ESR1
ESR2
GLRX®
GPX3
HER?2
HSP70
HSP90AAI1®
KIF11
MKI67
MLH1
MLH3
MSH2
MSH3
MSH4¢
MSH6
NROB2
NR1H2°
NRI1H3
NRI1H4
NRI1I1
NRII2
NR113
PLKI¢
PLK2
PMSI1°¢

PMS2

ATP-Binding Cassette Subfamily F Member 1
ATP-Binding Cassette Subfamily F Member 2
ATP-Binding Cassette Subfamily F Member 3
ATP-Binding Cassette Subfamily G Member 1
ATP-Binding Cassette Subfamily G Member 2
ATP-Binding Cassette Subfamily G Member 5
ATP-Binding Cassette Subfamily G Member 8
Antioxidant 1 Copper Chaperone

ATPase Copper Transporting Alpha

ATPase Copper Transporting Beta

ATPase Phospholipid Transporting 11B (Putative)

Cytochrome P450 Family 2 Subfamily C
Member 8

Cytochrome P450 Family 3 Subfamily A
Member 4

Epidermal Growth Factor Receptor
Estrogen Receptor 1

Estrogen Receptor 2

Glutaredoxin

Glutathione Peroxidase 3

Human Epidermal Growth Factor Receptor 2
Heat Shock 70kDa Protein 4

Heat Shock 90kDa Protein 1, Alpha
Kinesin Family Member 11

Marker Of Proliferation Ki-67

MutL Homolog 1

MutL Homolog 3

MutS Homolog 2

MutS Homolog 3

MutS Homolog 4

MutS Homolog 6

Nuclear Receptor Subfamily 0 Group B Member 2
Nuclear Receptor Subfamily 1 Group H Member 2
Nuclear Receptor Subfamily 1 Group H Member 3
Nuclear Receptor Subfamily 1 Group H Member 4
Nuclear Receptor Subfamily 1 Group I Member 1
Nuclear Receptor Subfamily 1 Group I Member 2
Nuclear Receptor Subfamily 1 Group I Member 3

Polo Like Kinase 1

Polo Like Kinase 2

PMS1 Homolog 1, Mismatch Repair System
Component

PMS1 Homolog 2, Mismatch Repair System

Hs00153703_ml
Hs00606493 ml1
Hs00217977 ml
Hs00245154 ml
Hs00184979 ml1
Hs00223686_ml
Hs00223690 ml1
Hs00187841 ml
Hs00163707 ml
Hs00163739 ml
Hs00966779 ml

Hs00258314 ml

Hs00430021 ml

Hs01076078_m1
Hs00174860 m1
Hs01100357 ml
Hs00829752 gl
Hs01078668_m1
Hs01001580 m1
Hs00382884 ml
Hs00743767_sH
Hs00189698 m1
Hs01032443 ml
Hs00179866 m1
Hs00271778_ml
Hs00953523 ml
Hs00989003 m]1
Hs00172489 m1
Hs00264721 ml
Hs00222677 ml
Hs00173195 ml
Hs00172885 ml
Hs00231968 ml
Hs01045840 m1
Hs01114267 ml
Hs00901571 ml
Hs00153444 m1
Hs01573405 gl

Hs00922262 ml
Hs00241053 ml

A, C
A, C
A, C
A,B,C
A,B,C

A, C
A, C
A,B,C
A,B,C
A, C

A,B,C

A,B,C
A, C

A, C




PRC1
PRKCH
RXRA
RXRB
RXRG
SLC16A14
SLC22A1
SLC22A2
SLC22A3
SLC22A4¢
SLC22A5
SLC22A11
SLC22A18
SLC31A1
SLC31A2
SLC47A1
SLC47A2
SOD1
SOD2
SOD3
TP53
TRAPI
VEGFA

Component

Protein Regulator Of Cytokinesis 1
Protein Kinase C Eta

Retinoid X Receptor Alpha

Retinoid X Receptor Beta

Retinoid X Receptor Gamma

Solute Carrier Family 16 Member 14
Solute Carrier Family 22 Member 1
Solute Carrier Family 22 Member 2
Solute Carrier Family 22 Member 3
Solute Carrier Family 22 Member 4
Solute Carrier Family 22 Member 5
Solute Carrier Family 22 Member 11
Solute Carrier Family 22 Member 18
Solute Carrier Family 31 Member 1
Solute Carrier Family 31 Member 2
Solute Carrier Family 47 Member 1
Solute Carrier Family 47 Member 2
Superoxide Dismutase 1, Soluble

Superoxide Dismutase 2, Mitochondrial

Superoxide Dismutase 3, Extracellular
Tumor Protein p53

TNF Receptor Associated Protein 1
Vascular Endothelial Growth Factor A

Hs00187740 ml1
Hs00178933_ml
Hs01067636_m1
Hs00232774 ml
Hs00199455 m1
Hs00541300 m1
Hs00427552_ml
Hs01010723 ml
Hs01009568_m1
Hs00268200_m1
Hs00929869 m1
Hs00945829 m1
Hs00180039 m1
Hs00977268_gl
Hs00156984 ml
Hs00217320 ml
Hs00945650 m1
Hs00533490 ml1
Hs00167309 m1
Hs00162090 m1
Hs01034249 m1
Hs00212474 ml
Hs00900055 m1

A,B,C
A

A, C
A, C
A, C
A, C
A

A, B
A,B,C
A,B,C
A,B,C
A, C
A

“Studie, v niz byl dany gen analyzovan. A — pilotni studie; B — validaéni studie; C —
studium intraperitonealnich metastaz.
®Geny, u nichz byla testovéna stabilita exprese a z nichZ byly vybirany referenéni geny.

‘Geny, u nichZ byla teplota nasedani primert pfi real-time PCR 62 °C.
9Gen, u n&jz byla teplota nasedani primerd pii real-time PCR 58 °C.
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