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Abstrakt

Karcinom vaje¢nikii je zavazné a velmi rozSifené gynekologické nadorové
onemocnéni. V jeho 1écbé se jako 1éCivo prvni volby pouziva karboplatina. Avsak, po
pocatecni terapeutické odpovédi mize dochazet k relapsu onemocnéni s vyvinutou
rezistenci viici karboplatine. Pravé nedostateéna odpovéd’ na 1é¢bu a chemorezistence
byva ¢astym diivodem vysoké mortality v ramci tohoto onemocnéni.

Drahy odpovédné za opravu poskozené DNA maji vyznam v terapeutické odpovédi
na karboplatinu a taktéz ve vzniku rezistence. Obnova funkce drahy homologni
rekombinace v nddorech je klicovym mechanismem ziskané rezistence vii¢i platinovym
derivatim. Na zakladé téchto poznatkli jsme vypracovali hypotézu, Ze inhibici homologni
rekombinace by bylo mozné zvysit citlivost na karboplatinu. Z tohoto diivodu je hlavnim
cilem nasi prace definovat roli oprav dvouietezcovych zlomt v odpovédi na chemoterapii
u karcinomu vajecnikd. Protein MRE11 je soucasti komplexu MRN, ktery se Gcastni
opravy dvoufetezcovych zlomi. Pomoci mirinu, farmaceutického inhibitoru MREI11,
jsme se snazili zjistit vliv homologni rekombinace na ucinek karboplatiny a také jeji roli
v ziskané resistenci.

V praktické Casti prace jsme pomoci biostatistické analyzy ozfejmili asociaci mezi
zvySenou expresi MREI11l a horSim pifezivanim pacientl s diagnostikovanym
karcinomem vajecnikil. V ramci in vitro funkénich analyz jsme testovali jak samostatny,
tak i kombinovany ucinek karboplatiny a mirinu na buné¢nou liniit OVCAR3 a rezistentni
linii, vytvofené na Oddéleni molekularni biologie nadort (UEM AVCR, v. v. i.). Nage
vysledky ukézaly, Ze kombinovand aplikace karboplatiny s mirinem vede k sniZené
bunécné proliferaci a riistu, a vyssi akumulaci DNA poskozeni neZ po samostatni aplikaci
karboplatiny. Po naSich pokusech na rezistentni linii jsme zjistili, Ze kombinovanou
aplikaci karboplatiny a mirinu dochéazi k sniZzeni bunécného ristu. Ziskané vysledky
naznacuji, Ze inhibice homologni rekombinace pomoci inhibitoru MRE11 vede k zvySené
citlivosti nadorovych bunék vii¢i u¢inkiim karboplatiny jak u senzitivni bunééné linie, tak

u bunécéné linie se ziskanou rezistenci.

Klic¢ové slova: ovarialni karcinom, mirin, karboplatina, chemoterapeuticka rezistence,

homologni rekombinace, odpovéd na DNA poskozeni



Abstract

Ovarian cancer is serious and one of the most common gynecologic cancers.
Carboplatin is the therapeutic agent of the first choice in the ovarian cancer therapy.
However, after the primary therapeutic response to carboplatin, the relapse of the disease
may occur with developed resistance to carboplatin. Chemoresistance and insufficient
therapy response are considered to be the reason of the high mortality rate of ovarian
cancer.

The DNA damage response pathways play an important role in the therapeutic
response and chemoresistance development. Restoration of homologous recombination
function in cancers is the key mechanism of resistance development to platinum agents.
Based on this knowledge, we formed our hypothesis, that the inhibition of homologous
recombination could increase the sensibility to carboplatin. The main goal of this thesis
was to define the role of double-strand breaks repair in response to chemotherapy of
ovarian cancer. Protein MRE11 is part of the MRN complex, that participates in double-
strand breaks repair. Using mirin as a pharmaceutic inhibitor of MRE11 we were aiming
to determine the impact of homologous recombination on the effect of carboplatin and its
role in resistant development to carboplatin.

In the practical part of the thesis, we described the association between increased
expression of MRE11 and worse overall survival of ovarian cancer patients, using
biostatistical analysis. The in vitro functional assays tested the individual and combined
effect of carboplatin and mirin on the OVCAR3 cell line, and the resistant cell line created
by the Department of Molecular Biology of Cancer (IEM CAS, Prague). Our results have
shown that combined application of carboplatin and mirin results in the decreased cell
proliferation and cell growth, and in the increased accumulation of DNA damage in
comparison with a single application of carboplatin. After our experiments on the resistant
cell line, we found out that the combined application of carboplatin and mirin results in
decreased cell growth. According to our results, the inhibition of homologous
recombination using MRE11 inhibitor results in increase sensibility of ovarian cancer

cells to carboplatin in the sensitive and resistant cell lines.

Keywords: ovarian cancer, mirin, carboplatin, chemoresistance, homologous

recombination, DNA damage response
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SKRATKY

AJCC — Americky spolo¢ny vybor pre rakovinu

ATM — Ataxia telangiectasia Mutated kinaza homologna s PI3-kinazami
ATR — Ataxia telangiectasia Mutated- and RAD3-related kinaza
ATRIP — ATR-interagujuci protein

BER — excizna oprava baz

BIC — Breast Cancer Information Core

BSA — bovinny sérovy albumin

C — kontrola

CA 125 —nadorovy antigén 125

CA 15-3 —nadorovy antigén 15-3

CA 72-4 — nédorovy antigén 72-4

CbPt — karboplatina

CYFRAZ21-1 — cytokeratinovy fragment 21-1

DDR —odpoved na DNA poskodenie

DSB — dvojvlédknové zlomy

dsDNA — dvojvldknova DNA

EOC — karciném vajecnikov epitelidlneho typu

FIGO — Medzinarodny Zviz Gynekoldgie a Porodnictva

GEPIA — Gene Expression Profiling Interactive Analysis

GIT — gastrointestinalny trakt

GTEx — Genotype-Tissue Expression Portal

HBOC — hereditarny karciném pfs a vaje¢nikov

HE4 — Human Epididymis Protein 4

HGSOC — High-grade serdzny karcindm vajecnikov

HNPCC — hereditarny nepolypdzny kolorektalny karcindm (Lynchov syndrom)
HOC — hereditarny karcindm vaje¢nikov

HR — homoloégna rekombinacia

HRT — nahradna hormonalna terapia

IC50 — inhibi¢na koncentracia latky, ktord ma letalny efekt pre 50% buniek
M — mirin

MMP7 — matrix metaloproteinaza 7

MMR - oprava chybného parovania baz



MREL11 — Meiotic Recombination 11 kindza

MRN — MRE11-RAD50-NBS1 proteinovy komplex

MRP — multi-drug rezistentné proteiny
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NLS — jadrovy lokaliza¢ny signal
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ORR - overall response rate

OS — overall survival

PARP — poly(ADP-rib6za)polymeraza
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PLD - pegylovany lipozomalny doxorubicin
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TFI — interval bez lieCby

TGCA — The Cancer Genomic Atlas

VTCNI — V-Set Domain Containing T Cell Activation Inhibitor 1
WHO - Svetova Zdravotnicka Organizacia (World Health Organization)



1. Uvod

Karcinom vajecnikov je zavazné gynekologické nddorové ochorenie, vyznacujice sa zlou
prognoézou a najvys$sou mortalitou spomedzi gynekologickych nadorovych ochoreni. Toto
tvrdenie podporuje aj fakt, Ze na svete zastdva 7. miesto najCastejSie diagnostikovanych
nadorovych ochoreni (Umakanthan et al., 2019). Predstavuje 5. najcastejSiu pri¢inu smrti v
rdmci nadorovych ochoreni u zien, pripisujuc si najvyssi pocet imrti v ramci nadorovych
ochoreni zenského reprodukéného systému. Pocas Zivota sa u 1 zo 78 zien toto ochorenie
prejavi a 1 70 108 zien na karciném vajecnikov umiera
(https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer/about/key-statistics.html).

Vo svete je najvysSia incidencia tohto ochorenia zaznamenand v Strednej, Vychodnej
a Severnej Europe, Polynézii a Severnej Amerike (Sung et al., 2021). Pricinou vysokej
mortality je ¢asto neskord diagnostika ochorenia z dovodu asymptomatického rastu nadoru v
skorych S§tddiach ochorenia (Umakanthan et al,, 2019). Karcindom vaje¢nikov je
multifaktoridlne podmienené ochorenie. Medzi genetické faktory patria mutdcie v génoch
BRCAI a BRCA2, a tiez defekty v dradhach homolognej rekombinacie (HR) a v exciznych
opravach DNA. Lieciva prvej vol'by v terapii karcindmu vajecnikov st platinové derivaty, ktoré
maju protinddorovy potencidl interagovat’ s DNA a viest’ k apoptdze bunky (Reid ef al., 2017;
Wong-Brown et al., 2020).

Napriek prvotnej odpovedi na chemoterapiu sa moéze vyvinut’ chemorezistencia, ktora je
d’alSou pri¢inou vysokej mortality v rdmci tohto ochorenia. Jednym z moznych faktorov
vplyvajlcich na vznik chemorezistencie su defekty v rozpoznavani a oprave DNA poSkodenia
sposobené¢ho chemoterapeutikami. Ziskana rezistencia predstavuje problém, ked’ze nador sa
Casto stava rezistentnym nielen voci latkam, ktoré boli povodné pouzivané na jeho terapiu, ale
aj vo¢i inym lieCivam (Jayson et al., 2014).

Porozumenie tlohe DNA opravnych drah v rezistencii moze viest’ k i¢innejSiemu nic¢eniu
nadorovych buniek so zniZenym rizikom poSkodenia normdalnych buniek. Pochopenie
konkrétnych molekuldrnych drah, zicastitujiicich sa na vzniku rezistencie, by mohlo prispiet

k Specifickej chemoterapii, popripade az k personalizovanej lie€be karcinomu vajec¢nikov.



2. Teoreticky uvod

Karcindm vajecnikov (ovarian cancer, OC) je gynekologické heterogénne nadorové
ochorenie postihujuce ZzZenské vajecniky a maternicu. Vysledkom tohto ochorenia st
abnormalne bunky schopné prechadzat’ do okolitych tkaniv peritonedlnej dutiny, ako su
napriklad peceni, oblicky, a do plic. Biologia OC sa od hematogénnych metastazujlicich
nadorov lisi tym, ze nadorové bunky primérne diseminuju v peritoneédlnej dutine a su invazivne
len povrchovo (Lengyel, 2010).

Histologia OC je réznoroda a jej histologicka klasifikacia je zalozend na klasifikacii
vydanej Svetovou Zdravotnickou organizaciou (World Health Organization, WHO) (Kurman
and Shih Ie, 2016). Histologicka klasifik4cia karcindmu vaje¢nikov na zéklade pdvodu deli OC
na epitelidlny a neepitelidlny karcinom. Karcindm vajecnikov epitelidlneho typu (epitelial
ovarian cancer, EOC), pdvodom z povrchovych buniek vaje¢nikov a vajcovodov, predstavuje
az 90% zo vsetkych karcinomov vaje¢nikov. EOC su vysledkom zhubnej transformécie epitelu
ovarii a vajcovodov. EOC su omnoho invazivnejSie nez neepitelidlne karcindémy a predstavuju
vacsinu zhubnych nadorov ovérii (Cho and Shih Ie, 2009; Kaku et al., 2003; Lengyel, 2010;
Momenimovahed et al., 2019).

Epitelialne OC sa d’alej delia na nasledujuce podtypy: mucindzne (3%), serézne (70%),
endometrioidné (10%), tzv. ,,clear cell (10%) a nesSpecifické (5%). Skupina reprezentujiica
zvySnych 10% karcindmov vajecnikov predstavuje neepitelidlne OC. Neepitelidlne OC
zahfnaji nadory, ktoré maji povod v zarodocnej linii a primarnych zarodo¢nych povrazcoch
(chordae sexuales), metastatické OC a mnozstvo extrémne zriedkavych OC, ako st sarkémy ¢i
lipoidné nadory (Kaku et al., 2003).

V ramci diagnostiky OC sa ur€uje Stadium, v ktorom sa ochorenie nachédza, a zaroven
jeho zavaznost'. Pre urCenie Staddia sa vyuZivaju dva systémy: FIGO (Medzindrodny Zviz
Gynekologie a Porodnictva, International Federation of Gynecology and Obstetrics) a AJCC
(Americky spolo¢ny vybor pre rakovinu, American Joint Committee on Cancer). Oba systémy
vyuzivaji pre uréenie §tadia OC I — IV klasifikaciu a TNM klasifikaciu (Tab. P1). Stadia sa
popisané v prilohe 1 (https://www.cancer.org/cancer/ovarian-cancer/detection-diagnosis-

staging/staging.html).



2.1 Epidemiologia

Karcindm vajecnikov predstavuje tretie najéastejSie gynekologické nadorové ochorenie,
po rakovine krcka maternice a rakovine maternice. OC predstavuje 2,5% vSetkych nédorov
(Torre et al., 2018) a ma vo vSeobecnosti zIi prognozu a jednu z najvyssich mortalit a nizsiu
prevalenciu v porovnani s rakovinou prsnika (Momenimovahed et al., 2019). Mortalita OC za
rok 2020 predstavovala 13 770 umrti v Zenskej populacii v rdmci nddorovych ochoreni (Sung
etal., 2021).

Podl'a databazy idajov GLOBOCAN za rok 2020 pribudlo 21 410 novych pripadov OC.
Incidencia OC predstavuje 313 959 pripadov, ¢o =zodpoveda 3,4% vSetkych novo
diagnostikovanych nadorov v zenskej populacii. Celosvetova incidencia OC sa v populacii
odliSuje v zavislosti od veku a etnickej prisluSnosti. Najviac novych pripadov OC bolo
Latinskej Ameriky, Karibiku a Oceénie (Sung et al., 2021) . Vek diagnézy OC u zien bol 50-
79 rokov (Momenimovahed et al., 2019) amedian veku, v ktorom dochadza k imrtiu
pacientiek je 70 rokov (https://seer.cancer.gov/statfacts/html/ovary.html). Incidencia aj
mortalita, ktoré mali po minulé roky zvySujuci sa trend, sa v poslednej dobe stabilizovali ¢i
zagali klesat, a to nielen vo svete, ale aj v Ceskej republike, ako ukazuje Obr. 1 (La Vecchia,

2017; Sung et al., 2021).
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Obriazok 1 Casovy vyvoj incidencie a mortality OC v Ceskej republike za obdobie rokov 1977-2016

(https://www.svod.cz/analyse.php?modul=incmor#).

V ramci Ceskej republiky bolo v roku 2020 registrovanych 986 novych pripadov OC
a 627 amrti, ¢im sa toto nadorové ochorenie dostalo na 5. miesto priciny umrtia nddorovym

ochorenim (Sung, Ferlay et al. 2021, www.svod.cz).
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Karciném vajecnikov je multifaktoridlne podmienené ochorenie. Za najvyznamnejsie
rizikové faktory sa povazuju genetické, hormondlne a gynekologické, ale aj nespravny zZivotny
Styl. ZI¢é prezivanie Zien, ktorym bol OC diagnostikovany, suvisi s tym, Ze prvé Stadia ochorenia
su asymptomatické alebo su syndromy neSpecifické, a tym, ze si nie si vedomé danych
rizikovych faktorov, ktoré sa zvdcSa javia ako normalne menstruacné alebo abdominalne

problémy (Umakanthan et al., 2019).
2.2 Etiologia a rizikové faktory

Aj napriek intenzivhemu vyskumu nie je etioldégia OC detailne znama. V priebehu
poslednych rokov boli identifikované environmentalne, biologické a genetické rizikové
faktory. Karcindm vaje¢nikov mozno na zéaklade zastipenia genetickych rizikovych faktorov
pri vzniku ochorenia rozdelit’ do dvoch foriem — hereditarnej a sporadickej. Vacsina pripadov
OC ma skor povod v coelomovom epiteli nez v zdrodocnej linii (Hunn and Rodriguez, 2012;

La Vecchia, 2017; Sekine et al., 2021).
2.2.1 Hereditarny karcin6m vajecnikov

Hereditarny karcindém vajecnikov (hereditary ovarian cancer, HOC) predstavuje 20%
epitelidlnych OC. HOC je sucastou niekol’kych genetickych syndréomov, ako s hereditarny
karciném prsnika a vaje¢nikov (Hereditary Breast and Ovarian Cancer, HBOC) ¢i Lynchov
syndrom — hereditarny nepolypdzny kolorektalny karcindm (Hereditary Non-Polyposis
Colorectal Cancer, HNPCC), ktoré si zodpovedné za 65-75%, respektive 10-15% pripadov
HOC (Sekine et al., 2021).

HBOC je autozomdlne dominantné dedi¢né ochorenie s predispoziciou na vznik
karcindbmu prsnika a ovarii. Vznik tohto syndrému je spdsobeny zirodoCnou mutaciou
v urcitych génoch. Zarodocné mutécie iba v tumor supresorovych génoch BRCAI a BRCA2
boli spociatku povazované za pricinu vzniku HBOC (Gayther et al., 1999; Sekine et al., 2001).
Novsie Stidie vSak predkladaji, Ze na vzniku HBOC sa podielaju aj iné gény, ako TP53,
RADS51, ATM, PTEN, CHEK2, CDHI, STKI1 alebo BRIPI (Sekine et al., 2021). Podla
medzinarodne] databazy Breast Cancer Information Core (BIC database) predstavuju
zarodo¢né mutacie v génoch BRCAI a BRCA2 vicsinu zarodo¢nych mutacii sposobujtcich
vznik HBOC, ¢o dokazuje aj fakt, ze az 90% pripadov HBOC je asociovanych s tymito

mutaciami (Sekine et al., 2021).



Gény BRCAI a BRCA2 st tumor supresorové gény, ktoré sa nachddzaju na kratkom
ramienku 17., respektive 13. chromozému. Ulohou génov BRCAI a BRCA2 je regulcia
bunkového cyklu v odpovedi na DNA poskodenie a t¢ast’ na opravach dvojvlaknovych zlomov
pomocou HR, ¢im udrzuji gendémovu stabilitu. Deficiencia tychto génov vedie ku
chromozomalnej nestabilite. Mutacie v génoch BRCAI a BRCA2 st zodpovedné za 10-15%
epitelidlnych OC (Sekine ef al., 2021).

Na zaklade meta-analyz (Sekine et al., 2021) bolo pre OC pre pacientky do 70. roku
zivota, ktoré st nositel’kami mutovanych génov BRCAI a BRCA2, zistené kumulativne riziko
vzniku 40%, respektive 18%. Podla prospektivnych stadii (Mavaddat et al. 2013) je pre OC
pacientky do veku 70. roku zivota, ktoré su nositel’kami mutovanych génov BRCAI a BRCA2
kumulativne riziko 59%, respektive 18%. Celozivotné riziko vzniku OC u nositel'ov
mutovanych génov BRCAI a BRCA2 je 30%, respektive 27% (Hunn and Rodriguez, 2012;
Sekine et al., 2021).

U neepitelidlnych OC nie st zdrodo¢né mutacie v génoch BRCAI a BRCA?2 signifikantne
asociované so vznikom nadorového ochorenia. Nadory s povodom v primadrnych zdrodo¢nych
povrazcoch mézu byt asociované s Peutz-Jeghersovych syndromom a nadory s pévodom v
Sertoli-Leydigovych bunkdch moézu byt spdsobené zarodocnou muticiou v géne DICERI
(Sekine et al., 2021).

Lynchov syndrém je dedi¢ny syndrom s genetickou predispoziciou na vznik rdéznych
druhov rakoviny. NajsignifikantnejSie zvySuje riziko vzniku najmai kolorektalneho karcindému,
no moZze byt asociovany aj so vznikom OC (Sekine et al., 2021). Vznik HNPCC je podmieneny
mutdciami génov zacastiiujucich sa reparacnej drahy MMR (mismatch repair), ako s MLH],
MSH?2, MSH6 alebo PMS2. Ak sa vrodinne] anamnéze nachadzaju aspon traja rodinni
prislusnici, priCom jeden znich je pribuzny prvého stupna zvys$nych dvoch, so skorym
nastupom (pred 50. rokom Zzivota) kolorektalneho karcinomu, endometrialneho karcindému,
karcindému gastrointestindlneho traktu (GIT) alebo karcindmu mocovych ciest, tak je u tychto
pacientiek predpokladané 2-4-krat zvysené riziko vzniku OC, pri¢om celoZivotné riziko vzniku

OC je 9-12% (Boland ef al., 2008; Sekine et al., 2021).
2.2.2 Sporadicky karcinom vajecnikov

Sporadicka forma OC predstavuje viac nez 80% pripadov OC. Hlavnymi faktormi
podmieniujicimi vznik OC su nepretrzitd ovulécia, skory nastup menarché, nadmernd

stimuldcia gonadotropinu a steroidnych hormoénov (androgény, estrogény, progesteron)



a hlboky panvovy zapal (La Vecchia, 2017; Landen et al., 2008). Podl'a Sekine (2021)
predstavuje trauma epitelu vajecnikov pocas ovulacie rizikovy faktor, ktory prispieva k vzniku
OC, a predpoklada, ze poskodenie DNA, vyskytujuce sa v epitelovych bunkach pocas ovulacie
a opravy epitelu, moze tiez viest’ ku karcinogenite.

OC sa castejsie vyskytuje u slobodnych, bezdetnych alebo neplodnych zien, ale aj u zien,
ktoré uzivali lieky stimulujuce ovulaciu, nazyvané ovularne induktory (Titus-Ernstoff et al.,
2001). Vplyvom endokrinologickych faktorov sa OC castejSie vyskytuje u zien po menopauze,
nez pocas puberty (Goodman et al., 2003). Mnozstvo menstruaénych cyklov pocas zivota je
asociované¢ s rizikom OC, ¢im je ovulacia povazovana za proces podnecujuci karcinogenézu
OC (Pelucchi et al., 2007; Sekine et al., 2021).

Menej casty vyskyt OC je uZien, uktorych bola ovuldcia prerusena prirodzene
(tehotenstvo, kojenie) alebo umelo (uzivanie oralnej antikoncepcie) (Hinkula et al., 2006;
Tworoger et al., 2007). Riziko vzniku OC klesa o 20 % po prvom tehotenstve a kazdym d’alSim
tehotenstvom klesa o d’alSich 10 %. Oréalna antikoncepcia inhibuje ovulaciu, znizuje hladinu
gonadotropinu v organizme a prispieva k redukcii vzniku OC ako u Zien s muticiou v géne
BRCAI tak aj u Zien bez genetickej predispozicie. U Zien, ktoré uZzivali oralnu antikoncepciu
dokopy 5 — 6 rokov, je riziko znizené o ~ 35 % (La Vecchia, 2017; Sekine et al., 2021; Torre
etal., 2018).

Nahradna hormonalna terapia (Hormonal Replacement Therapy, HRT) po menopauze
moze predstavovat' rizikovy faktor pre OC, ale aj pre karcindm prsnika, endometridlny
karcindbm a karcindbm pecene. Estrogénovd hormonalna terapia zvySuje riziko OC o022 %
a kombinovana estrogén-progesteronova hormonalna terapia o 10%. Predpoklada sa, Ze vysoké
hladiny gonadotropinu a steroidnych hormoénov v organizme maji tlohu v karcinogenéze.
Inkluzia cyst tvorenych v ovaridch procesom ovulacie moze byt geneticky transformovana
stimuléciou steroidnych hormoénov, ako je progesteron. ZvySena hladina steroidnych hormoénov
v nddorovom mikroprostredi méze ul'ahcovat’ zhubnu transforméciu (Sekine ef al., 2021; Torre
etal., 2018).

Na vzniku OC sa podielaju aj exogénne rizikové faktory. Exogénne latky ako mastencovy
prach alebo azbest mozu zvySovat’ riziko vzniku OC (Huncharek and Muscat, 2011). Medzi
rizikové faktory sa zarad’'uje aj stravovanie. Zvysené riziko vzniku OC asociované s vysSou
hladinou endogénnych steroidnych hormoénov je spdjané s vysokym prijmom tukov. Zvysenie
prijmu cholesterolu vedie k vzniku obezity, ktord predstavuje jeden z rizikovych faktorov

vzniku OC. Obezita mdze u post-menopauzalnych Zien, ktoré neuzivali hormondlnu terapiu



alebo ju uzivali v malych dévkach, viest' az k ~ 13 % zvySeniu rizika OC (La Vecchia, 2017;

Matulonis et al., 2016; Olsen et al., 2007).
2.3 Diagnostika a prevencia

Historicky sa OC nazyval aj ,tichy zabijak, pretoze jeho symptomy neboli detegované
az do nastupu pokrocilych stadii ochorenia. Neskory nastup symptomov sposobuje oneskorené
odporucané vySetrenie na pritomnost’ maligneho ochorenia (Goff, 2012; Goff et al., 2000).
Neskora diagnostika OC vedie ku detekcii ochorenia v neskorych stadiach (III a IV) a zlej
progndze. Skora diagnostika by zlepSila progndézu ochorenia a prezivanie pacientiek. Vo
vSeobecnosti, u zien, ktorym bol diagnostikovany OC, bolo 5-ro¢né prezivanie 42,6 %
(https://www.cancerresearchuk.org/health-professional/cancer-statistics/statistics-by-cancer-
type/ovarian-cancer/survival#heading-Zero). U zien, ktorym bol diagnostikovany invazivny
EOC v pokrocilom s§tadiu (III alebo IV), bolo 5-ro¢né prezivanie nizsie ako 20 % (Menon et
al., 2018). Kontrastne, u zien, ktorym bolo toto nadorové ochorenie diagnostikované v skorych
Stadiach (najma I), dosahovalo 5-ro¢né prezivanie podla (Stewart ef al., 2019) 92,6 % (Chien
and Poole, 2017; Vargas, 2014).

Najcastejsimi symptomami OC byvaju nadivanie a bolest’ brucha, nechut’ do jedla,
unava, zvySena frekvencia mocenia a zapcha. Gynekologické symptomy, ako napriklad
vaginalne krvacanie mimo menstrua¢ného cyklu, nie st také ¢asté. To je prave ddvodom, preco
vicSina zien ignoruje tieto symptomy, resp. ich nepovazuje za védzne a odkladd navstevu
odborného lekara. Podl'a Goff ef al. (2012) mali pacientky symptomy, ktoré povaZzovali skor za
dosledok GIT ochorenia, 6 mesiacov pred diagnostikou OC (Goff, 2012).

Kvoli neurcitym a neSpecifickym symptémom je diagnostika OC naro¢nd. Sucasné
screeningoveé metddy pre detekciu OC nie st dostatocne senzitivne pre detekciu OC v skorych
Stadiach. Pre screening OC sa Standardne vyuziva marker prvej linie pre diagnostiku — CA125
(Cancer Antigen 125) sérum v kombinacii s HE4 (Human Epididymis Protein 4) markerom
a transvaginalny ultrazvuk (Chien and Poole, 2017; Rojas et al., 2016).

Nadorovy antigén CA 125 je antigénny determinant, ktory sa vyuziva ako biomarker pri
neinvazivhom screeningu OC. CA 125 je exprimovany tkanivami, ktoré maji pdvod
v Miillerovom vyvode, endometriu maternice, vajcovode, kr€ku maternice a parietalnych
a mesotelidlnych seréznych blanach (Moore et al., 2009). CA 125 je definovany reaktivitou
s monoklonalnou protilatkou OC 125, ktora sa viaze na epitelidlne bunky OC. U pacientiek

s OC boli detegované zvysené hladiny CA 125 (Jacobs and Bast, 1989; Slatnik and Duff, 2015).
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V ramci plosného screeningu pre diagnostiku OC je vyuzitie CA 125 kontroverzné.
Nielenze je tento antigén exprimovany aj v inych tkanivach nez v tom nadorovom, ale jeho
hladina mo6ze byt’ zvySena aj pocas tehotenstva. Tato metoda nie je odporicand aj z dovodu, ze
v~ 20 % OC nebola zvySena hladina CA 125. Aj napriek zvySenej hladine CA 125 pri zvySnych
pripadoch ochorenia OC, nie je screeningova metdéda pomocou tohto antigénu schopnd zachytit’
vacsinu OC v skorych S$tadiach ochorenia. Pre zvySenie Specificity detekcie pomocou
screeningovej metody sa vyuziva kombinacia CA 125 s HE4 (Moore et al., 2009). HE4 je vo
vysSej miere exprimovany u OC aj v pripadoch, kedy nie je zvySend hladina CA 125. Pre
screening OC je preto odporti¢ana kombinacia CA 125 a HE4, ¢im mozno zvysit’ senzitivitu
diagnostiky (Rojas et al., 2016; Slatnik and Duff, 2015).

Transvaginalny ultrazvuk predstavuje zobrazovaciu diagnosticki metodu pre nebolestivé
vySetrenie panvovych organov. Prostrednictvom ultrazvuku mozno detegovat bunkovi masu
v oblasti ovarii. Casto sa viak vyuZiva v kombinacii s biomarkermi ako s CA 125 a HE4, ¢im
mozeme zvysit senzitivitu daného vysetrenia. Tak ako pri inych typoch solidnych nadorovych
ochoreni predstavuje biopsia spolahlivy spdsob pre diagnostiku ochorenia. Biopsia vSak
predstavuje invazivny spdsob vySetrenia a v zaciatkoch zistovania diagnézy sa k nej
nepristupuje (Cramer et al., 2011; Slatnik and Duff, 2015).

Pre zvysenie senzitivity a Specificity screeningovych metod boli zavedené Stadie pre
zavedenie novych biomarkerov v ramci diagnostiky OC, ako napr.TP53, Protein Z, glykodelin,
MMP7 (Matrix Metaloproteinase 7), CYFRA21-1 (cytokeratinovy fragment 21-1), CA 72-4
(Cancer Antigen 72-4), CA 15-3 (Cancer Antigen 15-3) ¢i VITCNI (V-Set Domain Containing
T Cell Activation Inhibitor 1) (Menon et al., 2018; Russell et al., 2016; Yang et al., 2017) .

Z dovodu nedostatocne senzitivneho screeningu a neskorej diagnostiky sa apeluje najma
na prevenciu voci vzniku OC. Za prevenciu sa povaZuje aj obozndmenie a poucenie zenskej
populacie o symptémoch, ktoré st sice neurcité a neSpecifické, ale ich v§imanie, pravidelné
gynekologické prehliadky a konzultacia s odbornym lekdrom moZze pomoct’ diagnostikovat’ OC
v skorSom S§tadiu. Prevenciu mozeme rozdelit’ na chemoprevenciu a chirurgickil prevenciu,
ktora je odportacana rizikovym pacientkam, ktoré su nositel’kami BRCA I alebo BRCA2 mutacii,
alebo im bol diagnostikovany Lynchov syndrom s celozivotnym rizikom vzniku OC

v rozmedzi 10 — 40 %.



Chemoprevencia

Chemoprevencia sa radi medzi neinvazivne metddy prevencie a mé najvyssi ucinok
u zien s nizkym ¢i strednym rizikom vzniku OC. Do tejto stratégie sa radi napriklad ordlna
antikoncepcia. Oralna antikoncepcia byva odporucana ako prevencia vo¢i OC, vynimkou su
nositel’ky mutécii génov BRCAI a BRCAI, ako uviedla U.S. Society of Gynecologic Oncology
v roku 2015 (Chien and Poole, 2017; Menon et al., 2018; Walker et al., 2015).

Chirurgicka prevencia

Tak ako pri roznych inych invazivnych metodach, aj chirurgicka prevencia je asociovana
s moznou ujmou, preto je nutné zvazit riziko vzniku OC u jednotlivcov. Standardne su
chirurgické zdkroky v rdmci prevencie pontikané najmé zenadm, ktoré sa vyznacuju vysokou
pravdepodobnostou vzniku OC. Jedna sa najmé o Zeny, ktoré s nositel’kami BRCA mutacii
s celozivotnym rizikom vzniku OC aspon 10 %. UvaZuje sa, Ze sa tato hranica posunie na 4 %
u premenopauzalnych zien, ktoré uzivali hormonélnu terapiu a < 5 % u postmenopauzalnych
zien star$ich ako 50 rokov (Manchanda et al., 2018).

Chirurgickd prevencia zahffia oophorektomiu a salpingektomiu — odstranenie ovarii
a odstranenie vajcovodov. Prevencia sa rozsirila o obojstrannt saplingo-oophorektomiu (Risk-
reducing Bilateral Salpingo-oophorectomy, RRSO) — obojstranné odstranenie ovarii aj
vajcovodov. RRSO je rutinne odpori¢and Zzendm s rodinnou anamnézou OC. U nositeliek
BRCAI mutacie je RRSO navrhované vo veku 35-40 rokov. U nositeliek BRCA I mutacie je
miera nebezpecenstva (hazard ratio) vyssia nez u nositelieck BRCA2 mutécie, kedy moznost’
podstipit RRSO predizena do veku 45 rokov, vzhl'adom na niZ§iu mieru nebezpedenstva
(Mallen et al., 2018; Walker et al., 2015) RRSO predstavuje chirurgicky zakrok s minimalnym
rizikom. RRSO je vykonavana laparoskopicky, priCom je nevyhnutnd inSpekcia brusnej
a panvovej dutiny, s rizikom objavenia intraoperacnych a pooperacnych komplikécii 1,3 %,
respektive 3,1 % (Walker ef al., 2015). Kym je riziko komplikacii po€as chirurgického zakroku
relativne malé, RRSO sa spaja s pooperaénymi vedl'aj§imi efektmi ako je vaginalna suchost,
zniZzena sexudlna funkcia ¢i zniZzena schopnost’ dosiahnut’ orgazmus (Marchetti ef al., 2014).
U premenopauzalnych Zien je odporGcand salpingektomia, ktorda je nasledovana
oophorektomiou vo veku bliziacom sa k menopauze, alebo aZ po menopauze. K tejto forme
chirurgickej prevencie doslo na zaklade prijatého predpokladu, Zze OC vznikd primarne vo
vajcovodoch a aZz sekundarne v ovariach (Kwon et al., 2013). Oddeleny chirurgicky zakrok

predstavuje alternativu pre Zeny, ktoré nechcu podstipit’ riziko vedl'ajsich efektov spojenych
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s odstranenim ovarii, ktorymi sa vyznacuje RRSO (Crum et al., 2007; Hartmann and Lindor,

2016; Kuchenbaecker et al., 2017).
2.4 Terapeutické stratégie

V pripade diagnostikovania OC nastupuje lieCba, ktord Standardne pozostava
z kombinacie chemoterapie a chirurgického zédkroku. Chemoterapia je typ liecby nadorovych
ochoreni, ktord vyuziva vysoké davky cytostatik. Chemoterapia je podavana bud’ s kurativhym
cielom — v takom pripade sa najéastejsie vyuziva kombinacia liediv; alebo s cielom predizit
zivot pacientovi ¢i redukovat’ symptomy ochorenia — paliativna liecba (Alfarouk et al., 2015).

Terapia OC moze byt adjuvantnd (aplikdcia chemoterapie po chirurgickom zakroku)
alebo neoadjuvantnd (aplikacia chemoterapie pred chirurgickym zakrokom). O postupnosti
liecby rozhoduje velkost nadorovej bunkovej masy. V pripade, Ze nddorova bunkova masa
nepresahuje maximalne 1 cm v diametri, je mozné zaviest adjuvantna liecbu. Chirurgicky
zakrok taktiez slizi na stanovenie Stadia, v ktorom sa OC nachadza podla syst¢ému FIGO
(Jayson et al., 2014) Po chirurgickej cytoredukcii nasleduje terapia chemoterapiou prvej vol'by
— intravendzna aplikacia platinovych derivatov alebo taxanov kazdych 21 dni v Siestich cykloch
(Cortez et al., 2018). Ak je bunkovd masa nddoru vécsia, zavadza sa neoadjuvantna liecba
scielom zmens$it nédorova bunkovi masu pdsobenim chemoterapeutik a néaslednym
chirurgickym zakrokom. Po vykonani zdkroku dochadza ku chemoterapii, v ramci ktorej sa
rutinne podavaji platinové derivaty a taxany, casto v kombindcii (napr. karboplatina
a paclitaxel) (Stewart et al., 2019). V pripade, Ze doslo k pozitivnej odpovedi na terapiu, je
mozné po kazdych troch cykloch chemoterapie vykonat' chirurgicky zakrok (Cortez et al.,
2018).

U pacientiek s diagnostikovanym $tadiom IA/IB a nddormi klasifikacie G1/G2 moze byt’
faza chemoterapeutickej liecby vynechana. U pacientiek s OC v pokrocilom $tadiu (III/IV) je
Castokrat nemozné vykonat chirurgickll cytoredukciu. NajcastejSim dovodom je zapal
mezentéria tenkého Creva alézie v hepatic hilum (hilu pecene). Pacienti vyznacujici sa
neoperativnymi 1éziami nie s vhodnymi kandidatmi pre chirurgicka cytoredukciu, preto su
najprv lie¢eni neoadjuvantnou chemoterapiou. Chirurgicka cytoredukcia u vhodnych pacientov
bola asociovand s lepSimi vysledkami v rdmci liecby, zatial’ Co prieskumny chirurgicky zakrok
vykonany na vicSich ¢i rezidudlnych naddoroch mal negativny dopad na lieCbu OC. Takyto
zakrok mal za nasledok zhorSenu ¢i az zablokovanu perfiziu v danej oblasti, ktora viedla

k poskodeniu tkaniva, zvySenej pravdepodobnosti vzniku bunkového poSkodenia a pripadnému
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narastu multi-drug rezistentnych klonov (Cortez et al., 2018). Pred zavedenim samotnej
chirurgickej cytoredukcie je odporicana laparoskopicka operacia pre urcenie, €i je pacient
vhodny pre dany zakrok, a znizenie rizika vedlajsich u¢inkov skorého chirurgického zakroku.
Laparoskopické operacia je menej invazivna metdda a vyznacuje sa kratSou dobou zotavovania

a zlepSenou kvalitou zivota (Jayson et al., 2014).
2.4.1 Chemoterapia s vyuZzitim karboplatiny

Platinové derivaty, bifunkcné alkalické cCinidla, su vel'mi aktivne agensy, Siroko
pouzivané pre lieCbu roznych malignit a predstavuju lie¢iva prvej volby. V liecbe OC sa
Standardne vyuzivaju platinové derivaty cisplatina a karboplatina (Damia and Broggini, 2019).
Predstavuju jediné lieCiva zalozené na baze kovu, ktoré sa pouzivaju v klinickej praxi liecby
nielen OC, ale maju slubny uc¢inok v liecbe SCLC (Small Cell Lung Carcinoma),
spinocelularnych bunkovych karcinémov, karcindmov hlavy a krku ¢i semindmov (Wagstaff
et al., 1989). platinové derivaty su ucinné aj v kombinovanej liecbe — v liecbe OC predstavuje
zlaty Standard kombinacia platina-taxany (Damia and Broggini, 2019).

Napriek tomu, Ze je cisplatina efektivnym chemoterapeutikom v ramci ucinnosti
zabijania nadorovych buniek, indukuje niekolko toxickych vedl'ajSich ucinkov, medzi ktoré
radime neurotoxicitu, nefrotoxicitu a s iou spojenu extenzivnu hydrataciu pacienta, a toxické
ucinky na GIT spdsobujice nevolnost a zvracanie. Z tohto dévodu doslo v osemdesiatych
rokoch minulého storocia k vyvoju karboplatiny, ktord je az 45-krat menej toxickd a
nevyznacuje sa tymito toxickymi vedl'aj§imi u¢inkami, resp. toxické Ui¢inky na GIT st mene]
vyrazné. Pre aplikaciu v ramci lieCby OC je tym padom bezpecnejSia nez cisplatina (Wagstaff
etal., 1989).

Karboplatina je platinovy derivat druhej generacie podobny cisplatine. Karboplatina je
podobna cisplatine nielen Struktarne, ale aj v rdmci protinadorovej aktivity. Ako zobrazuje Obr.
2, dva atomy chloru, ktorymi sa vyznacuje cisplatina, st u karboplatiny nahradené dvojzubym
(bidentate) dikarboxylatovym cheldtovym ligandom, o robi karboplatinu stabilnejSim

produktom nez je cisplatina a méze znizit’ chemick reaktivitu produktu (Wagstaff et al., 1989).
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Obrazok 2 Chemické vzorce karboplatiny a cisplatiny. Grafické zobrazenie Struktiry platinovych derivatov

(upravené podl'a Wagstaff et al. 1989).

Hlavnym mechanizmom protinadorovej aktivity je schopnost’ platinovych derivatov
interagovat’ s nukleofilickymi miestami na DNA a formovat’ monoadukty, hlavne kovalentnou
vizbou s guaninom N7. Tento monoadukt sa nasledne meni, cez druhtl kovalentnt vézbu, na
DNA krizovu vézbu, ktord moze byt na tom istom vlakne DNA (intravlaknové krizové vézby,
reprezentujuce najcastejSie sa vyskytujuce platinové adukty) alebo na opacnom vlakne
(intervldknové krizové viazby, zodpovedné za protinadorovu aktivitu lieciva) (Hah et al., 2006).
Ak tieto 1ézie nie st opravené, ich dosledkom byva blokovanie DNA syntézy a transkripcie
(Dobbelstein and Sorensen, 2015). Cisplatina tvori intracelularne elektrofilné vodné komplexy
zaloZené na beZzne predominantnych niz$ich chloridovych koncentraciach. Na zéklade vysoke;j
afinity k dusikatym bdzam guaninu a adeninu formuje cheldty a inhibuje expresiu DNA.
Dvojvléknové zlomy (double-strannd breaks, DSBs) a jednovldknové zlomy (single-strand
breaks, SSBs) vznikaji platinovanim s poruchou funkcie templatu a bunkového delenia.
Karboplatina funguje na ekvivalentnom mechanizme. Chelatacia a vznik DSBs a SSBs inhibuje
syntézu DNA a transkripciu, ¢im spusta apoptozu. Platinové-DNA adukty st pritomné
primarne v lokusoch chromatinu s vysokou nukledarnou hustotou, v mitochondridch
a v deliacich sa bunkach, kde je hustota aduktov najvyssSia. Cytotoxicita a vizba na DNA su
najvyssie u buniek, ktoré boli platinovym derivatom vystavené pocas G1 fazy, o nieCo menej
v G2/M faze. Rozdiel v tvorbe krizovych véizieb medzi tymito dvoma platinovymi derivatmi je
ten, ze karboplatina reaguje neskor po administracii nez cisplatina, a to priblizne o 6-12 hodin

(Wagstaff et al., 1989). Neskorsi nastup ucinku karboplatiny bol tiez popisany ako jeden
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z faktorov ovplyviiujicich jej mensiu toxicitu (Naskou et al., 2020; Stewart et al., 2019;
Wagstaff et al., 1989).

Pritomnost’ 1ézii, sposobenych platinovymi derivatmi, aktivuje drahy DNA poskodenia
(DNA damage response, DDR), ktoré veda k spomaleniu ¢i az preruseniu DNA syntézy,
zastaveniu bunkového cyklu a aktivécii reparaénych dréh, ktoré udrziavajii gendmovu integritu

(Jeggo et al., 2016; Pilie et al., 2019; Roos et al., 2016).
2.4.2 Rekurencia a jej liecba

Napriek dobrej odpovedi v prvotnej liecbe OC, moéze dochddzat k rekurencii
(opakovanému vyskytu) ochorenia (Friedlander et al., 2011). Hlavnou moznostou liecby
rekurentného OC je chemoterapia. Dolezitym prognostickym faktorom je ¢asovy interval od
konca predoslej liecby po opitovny vyskyt ochorenia - interval bez lieCby (treatment-free
interval, TFI). Cas relapsu (navrat ochorenia k predchadzajicemu stavu) sa tiez vyuZiva pre
uréenie nadorovej senzitivity voci platinovym derivatom, na zdklade ktorych su zaradené do
Styroch kategorii:

a) odolné (nador je progresivny uz v ¢ase prvotnej liecby);

b) rezistentné (rekurencia v ¢asovom intervale 6 mesiacov po dokonceni prvotnej
liecby);

c) ciastoéne senzitivne (rekurencia v ¢asovom intervale 6-12 mesiacov od prvotnej
liecby);

d) velmi senzitivne (rekurencia po Casovom intervale dlh§om ako 12 mesiacov)
(Friedlander et al., 2011).

Protokol vyberu chemoterapie druhotnej lie€by je zaloZeny na senzitivite voci platinovym
derivatom. Pacienti s CiastoCne alebo vel'mi senzitivnymi OC mo6Zu byt lieceni platinovymi
derivatmi v kombindcii s inymi lie€ivami. VacSinou sa aplikuje karboplatina alebo cisplatina
v kombinacii s paclitaxelom, pegylovany lipozoméalny doxorubicin (PLD) alebo gemcitabinom
(s alebo bez bevacizumabu) (Lopez-Guerrero et al., 2015). Pre pacientov s ¢iastocne
senzitivnymi OC, kedy platinové derivaty nepredstavuju moznost’ terapie, sa podava PLD
s trabektedinom (Lopez-Guerrero et al., 2015). Prognéza pacientov s odolnymi alebo
rezistentnymi OC voci platinovym derivatom je vel'mi nepriazniva. Kombindcia platinovych
derivatov s inymi lieCivami nie je mozna, a preto sa vyuziva monoterapia s PLD, topotecanom,

gemcitabinom alebo paclitaxelom. Kombinacia tychto lie¢iv s bevacizumabom signifikantne

13



predlzuje prezivanie bez progresie (progression-free survival, PFS), avSak iba pacienti

s dobrym vykonnostnym stavom su spdsobili pre tato liecbu (Cortez et al., 2018).
2.4.3 Cielena terapia

Chemoterapeuticka lieCba nadorovych ochoreni je zalozend na poskodeni DNA
nadorovych buniek. Castokrat su viak poskodené aj nenadorové bunky. Cielena terapia
zamerana na inhibiciu odpovede na DNA poskodenie v nddorovych ochoreniach predstavuje
potencial vécSieho terapeutického okna a navrhovanie lieCby pre pacientov na zaklade
poskodenej opravnej funkcie. Defektnda DDR draha v OC nie je mediovand jednym
mechanizmom, ale je vysledkom roéznych (epi)genetickych 1€zii vplyvajicich na jednu alebo
viac z piatich hlavnych DNA repara¢nych drah (Gee ef al., 2018; O'Connor, 2015). Cielena
terapia OC sa zameriava nielen na vyvolanie DNA poSkodenia, ale aj koordinadciu DNA oprav,
iniciaciu signalnych drah, ktoré podporuju aktivaciu kontrolnych bodov bunkového cyklu
a spustenie apoptdzy. V sucasnosti dochadza k zavadzaniu novych terapeutickych pristupov,
ktorymi je cielenie terapie na konkrétne molekuly a signdlne drahy. Vzhl'adom na fakt, ze
defekty v DNA oprave st charakteristické pre OC (BRCAI, BRCA2), zameranie sa na tieto
dréhy je predmetom cielenej terapie OC (Brown et al., 2017).

Za jedno zo slubnych protinadorovych lie¢iv je povazovany inhibitor PARP
[poly(adenozin difosfat-rib6za) polymeraza]. PARP enzym zohrava kl'ucovl rolu v bazovej
exciznej oprave (Base Excision Repair, BER) a PARP inhibitory efektivne spdsobuju apoptozu
u BRCA mutantnych buniek a nenapadaji normalne bunky — v liecbe sa teda vyuZziva koncept
syntetickej letality (Turk and Wisinski, 2018). PARP inhibitor blokuje enzym PARP1. Inhibicia
enzymu PARPI1 vedie zablokovaniu opravy SSBs, ndslednému zablokovaniu replikacne;j
vidlicky a kone¢nému vzniku DSBs (Obr. 3). V pripade aplikdcie tejto inhibicie v OC
s defektnou opravnou drdhou HR bunka vyuZiva nehomologne spdjanie koncov (non-
homologous end joining, NHEJ), ktoré je v§ak nachylné ku chybam a dochadza ku akumulacii
poSkodenia DNA a nasledne k apoptoze (Lightfoot et al., 2020; Mariappan et al., 2017).
Pridanie PARP inhibitora (olaparib) ku kombinovanej terapii karboplatiny s paclitaxelom
s ndslednou udrziavacou liecbou olaparibom u pacientov senzitivnych na platinové derivaty
signifikantne zlepsil prezivanie u rekurentného HGSOC (High-grade Serous Ovarian Cancer)
v porovnani s pacientmi, ktorym bola aplikovana len samotnd chemoterapia (Guan and Lu,

2018).
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Obrazok 3 Synteticka letalita pre PARP a BRCA. PARPI je aktivovana DNA poskodenim v pritomnost PARP
inhibitora. Draha BER je blokovana a, v ramci replikacie, sa SSB stava DSB. V normalnej, zdravej bunke
s funk¢énou HR drahou je toto poskodenie opravené a bunka preziva. Bunky s deficientnou HR drahou (HRD) (ako
st napr. mutacie BRCA) tento DSB nemaji opraveny alebo je opraveny pomocou NHEJ drahy, ktora je nachylna
chybam, ¢o vedie k gendomovej nestabilite a apoptdze (Prevzaté a upravené podla Mariappan ef al. 2017).

2.4.4 DNA reparacné drahy

Stabilita genému je podporovana zlozitou masinériou oprav, toleranciou poskodenia
a signalnymi drahami kontrolnych bodov, ktoré posobia proti DNA poSkodeniu (Hoeijmakers,
2009). Poskodenie DNA moze viest’ k dejom ako st zastavenie bunkového cyklu, regulacia
DNA replikacie a oprava ¢i obidenie DNA poSkodenia. R6zne formy DNA poskodenia veda
k rdznym reparatnym mechanizmom a signdlnym drdham (d'Adda di Fagagna et al., 2003;
Freund et al., 2010; Hoeijmakers, 2009; Kang et al., 2015).

Vo vSeobecnosti DNA poskodenie rozdel'ujeme na SSBs a DSBs. Existuje niekol’ko
reparacnych drah, ktoré v cicavéich bunkach identifikuju a opravujit DNA poskodenia (Obr. 4).
Modifikované bazy, abazické miesta a SSBs su najcastejSou formou DNA posSkodenia a st
opravované¢ pomocou drahy BER (Caldecott, 2014; Wilson et al., 2010). Drdha MMR
identifikuje a opravuje replikacné chyby, vratane chybného péarovania bdz, nukleotidovych
delécii ¢i inzercii (Jiricny, 2006). Draha nukleotidovej exciznej opravy (Nucleotide Excision
Repair, NER) sa zameriava na modifikované nukleotidy ktoré narasaju Strukturu o-helixu

a UV-indukované poSkodenia. Reparacnymi drdhami, ktoré indukuji opravu DSBs, st najma
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NHEJ a HR (Hoeijmakers, 2009). Draha NHEJ je zodpovedna za opravu DSBs, spdsobenych
ionizujiicim Ziarenim a je povazovana za reparacnu drahu nachylnu ku chybam. K oprave chyb
totizto nepouziva sesterski chromatidu ako templat, ako to je pri HR, ktord je naopak

povazovana za relativne presnu a efektivnu reparacnti drahu (Beucher et al., 2009; Burma et

al., 2006; Kaelin, 2005; Moynahan and Jasin, 2010).
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Obrazok 4 Schéma DNA reparac¢nych drah a ich tloha v bunkovej biologii (Vodicka et al., 2019).

Sucastou opravnej drahy HR je MRN komplex (MREI11-RAD50-NBS1), ktory sa
podiela na detekcii, signalizacii a oprave DSBs. Boli objavené inhibitory proteinu MREI11
(Meiotic Recombination 11), ktory je sicastou MRN komplexu (Shibata et al., 2014) (Obr. 5).
Mirin [6-(4-hydroxyfenyl)-2-thioxo-2,3-dihydro-4(1H)-pyrimidin] je inhibitor MREI1-
asociovane] exonukleazovej aktivity. Predstavuje prvy popisany inhibitor proteinu MRE11,
izolovany z kniznice 10 000 malych molekul (DIVERSet, Chembridge Corporation), kde boli
jeho zlozky testované pre inhibi¢ny efekt na fosforylaciu peptidov derivovanych z yH2AX
kindzou ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) (Dupre et al., 2008). Mirin zabraniuje MRN-
dependentnej aktivacii kindzy ATM, bez toho, aby pdsobil na protein kindzovu aktivitu ATM.
Viaze sa na aktivnu cast’ proteinu MREI11, ¢im blokuje schopnost MREI1 otvarat
dvojvlaknovia DNA pre pristup k aktivnemu nukledzovému miestu. Mirin touto vizbou taktiez
blokuje rotaciu fosfatov na retazci DNA a tym inhibuje jeho exonukleazovu aktivitu a MRN
mediovani ATM aktivaciu (Dupre ef al., 2008; Shibata et al., 2014). Exonukleazova aktivita
proteinu MRE11 je potrebna pre funkciu drdhy HR v oprave DSBs (Shibata et al., 2014).
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Obrazok 5 Drahy oprav DNA poskodenia a prislusné inhibitory (prevzaté a upravené podla Velic ef al. 2015).

MRN komplex v drahe HR

Eukaryotické bunky si v priebehu evolucie vyvinuli sofistikovany a vysoko
konzervovany mechanizmus opravy DNA poskodenia. Homologna rekombinacia predstavuje
DNA reparacnu drahu, ktora utilizuje intaktny templat s extenzivnou sekven¢nou homoldgiou
s relativne vysokou presnostou opravy. Ako donor templatu vyuziva HR sestersku chromatidu,
a preto je tato reparacnd draha limitovana len na neskoru S a G2 fazu bunkového cyklu (Huertas
et al.,2008; Chen et al., 2011).

V normalnych bunkach je MRN komplex povazovany za inhibitor tumorogenézy kvoli
jeho ulohe v DDR drahach, udrZiavani gendmovej stability a zabrafiovaniu akumulacie DNA
poskodenia. Vzhl'adom na fakt, Ze vSetky tri komponenty komplexu MRN su zapojené do
poruch, ktoré st ndchylné na vznik nddorového ochorenia, sa predpokladd, Ze zmeny v expresii
komplexu MRN ¢i jeho funkcii by mohli viest’ k zapojeniu sa k vzniku malignej transforméacie
(Bian et al., 2019).

MRN komplex pozostava z proteinov MRE11, RADS50 a NBSI. Protein MRE11
obsahuje fosfodiesterdzové motivy v N-koncovej oblasti a vyznacuje sa mangan-dependentnou
ssDNA (jednovldknovd DNA, single-strand DNA) a3‘-5° dsDNA (dvojvlaknova DNA,

double-strand DNA) exonukledzovymi aktivitami in vitro (Syed and Tainer, 2018). Samotny
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protein MRE11 funguje aj ako endonukleaza, ale takuto aktivitu vykazuje len pri ssDNA a iba
v ramci MRN komplexu (Anand et al., 2016; Cannavo and Cejka, 2014). Protein MREI1
dimerizuje a nezavisle od seba na seba viaze proteiny RADS50 a NBS1 v ich dimerizovanej
forme (MRE11,RAD50,NBS1,), a stava sa jadrom MRN komplexu. Protein RADS50 je
charakterizovany ATP4azovymi motivmi na N- a C-koncoch, ktoré su separované coiled coil
doménami. Dodatocné kontakty medzi coiled coil doménami stabilizuju intramolekularnu
dimerizaciu proteinu RADS50 v rdamci MRN komplexu (de Jager et al., 2001; Hopfner et al.,
2002; Syed and Tainer, 2018; Trujillo et al., 2003). Protein NBS1 je jedinym komponentom
MRN komplexu, ktory hromadi jadrovy lokaliza¢ny signal (Nuclear Localization Signal, NLS)
a ktorého interakcia s MRE11 je nevyhnutnd pre translokdciu MRN komplexu do jadra.
Naviazanie proteinu NBS1 stabilizuje diméricka formu MRE11 pocas resekcie koncov (Carney
et al., 1998; Desai-Mehta et al., 2001; Kim et al., 2017b; Tsukamoto et al., 2005).

MRN komplex ma za ulohu detegovat 1ézie, aktivovat’ kontrolné body signalnych dréh,
spustat’ Specifické reparacné mechanizmy a Struktirne udrziavat DNA molekuly stabilne
blizko seba. UdrZiavanie molekul DNA blizko seba je sprostredkované hakovitou a coiled coil
doménami RAD50 MRN komplexu a ul'ahcuje priebeh HR (Hohl et al., 2011; Lobachev et al.,
2004; Seeber et al., 2016; Wiltzius et al., 2005). Bunkova odpoved na DSBs je iniciovana, ked’
sa MRN komplex viaze na DNA konce v priebehu mintty od ich oddelenia (Karlsson and
Stenerlow, 2004). MRN komplex skenuje molekulu DNA prostrednictvom facilitovanej difuzie
za Ucelom detegovat’ volné konce. Po naviazani na DSBs, MRN komplex regrutuje ATM
kinazu a aktivuje signaliza¢nu kaskadu kontrolnych bodov (Stracker and Petrini, 2011).

Kindazy ATM a ATR (Ataxia Telangiectasia Mutated and RADS53-related kinase),
patriace do rodiny PIKK (PI3K-like protein kinases), fosforyluji histon H2AX v blizkosti DSB,
¢im vytvaraju priestor (platform) pre regrutovanie DNA repara¢nych faktorov a moduléciu
dostupnosti chromatinu (Rogakou et al., 1998; van Attikum et al., 2004). Na fosforylovany
histon YH2AX sa viaze mediatorovy protein MDC1, ktory prostrednictvom védzby na NBS1
regrutuje d’alsi MRN komplex a kindzu ATM a fosforyluje d’alsi histon H2AX (Lukas et al.,
2004; Stewart et al., 2003; Stucki et al., 2005).

MRN komplex iniciuje degradaciu 5’konca DNA vldkna DSBs, proces nazyvany resekcia
koncov. Vysledné ssDNA presahy st viazané heterotrimerickym replikacnym proteinom A
(RPA). Na ssDNA, ktora je oznacena proteinom RPA, dochadza k akumulacii rekombindzy
RADS1, ktorej védzba je sprostredkovana proteinom BRCA2. Protein BRCA1 v mieste zlomu
interaguje s proteinom PALB2, ktory na toto miesto regrutuje BRCA2 (Zhang et al., 2009).
Katalytickd aktivita rekombinazy RADS1 je ovplyviiovana proteinom RADS52 a vedie
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k rekombindcii, homolégnemu parovaniu a invazii upravené¢ho vlakna (New et al., 1998; West,
2003). Vzniknuté komplexy ssDNA-RPA st nevyhnutné pre naviazanie reparacnych faktorov
(Shiotani and Zou, 2009). Kinaza ATR je regrutovana na ssDNA s naviazanym RPA cez protein
ATRIP (ATR-interacting protein). Proteiny ATR a ATRIP sa navzajom ovplyviujua — ATRIP
je substratom pre ATR a taktiez reguluje jeho expresiu (Cortez et al., 2001; Gobbini et al.,
2013; Zou and FElledge, 2003). Vznik komplexu ATR-ATRIP vedie k pokracovaniu
signalizacie kontrolnych bodov, ked’Ze jeho cielom je napr. p53, BRCA1 ¢i CHK1. Dochadza
k aktivacii kontrolného bodu, zastaveniu bunkového cyklu ahomolognej rekombinacii
(Abraham, 2001; Gobbini et al., 2013). Na Obr. 7 je zobrazena schéma homologne;j
rekombinacie v OC.

NN/ N/ ;?;0'. /NN

DNA DSB

_ l _
WFMARY) - (MR WA
Rozpoznanie DSB GED—-

Y/ ,/I&S@ [MRN' IN/]
WA 0 MRN ) ‘0 W

RAPB()

) —

| BRCA1
\

N/ 0 N @30 VA

RAP&O
Abraxas

BARDl tALB
( D

j;()'._-f-’/”"“ ’ 2\

(RAPs0) kADSﬁ
/AD&DSI
Abraxas ._\ BRCAZ \F_\fDSID XRCC2

@ARDI/\_ ﬁnwz e Ubikvitin
==> e Fosfat
! <> Mutovany pri OC
NITNFNTFN P NN D Wild type pri OC

Homologna rekombindcia a oprava DNA

Obrazok 7 Schematické zobrazenie reparacnej drahy homolognej rekombinacie v OC (Matulonis et al. 2016).

Tak ako vécsina nadorovych ochoreni, aj OC sa vyznacuje mutdciami v géne TP353,
kodujuci protein pS3, ktory predstavuje hlavny G1/S kontrolny bod bunkového cyklu. Protein
p53 zohrava dolezith rolu v regulacii bunkovej proliferacie, opravy DNA, apoptozy, gendmovej
stability, senescencie a metabolickej homeostazy. Protein p53 byva aktivovany réznymi

signalmi ako je poskodenie DNA, hypoxia, expresia onkogénov ¢i osmoticky stres. Aktivovany
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protein p53 zastavuje bunkovy cyklus vo faze G1/S pred tym, ako by sa poskodena DNA mohla
replikovat’ v S faze. Protein p53 spusta opravu DNA, a ak oprava nie je moznd, indukuje
apoptozu (Obr. 8). Strata funkcie proteinu p53 dovoluje abnormalnym bunkam, ako su
nadorové bunky, proliferovat’ (Cole et al., 2016; Nakamura et al., 2019). S cielom obnovit
funkciu p53 v nadoroch bolo vyvinutych niekol’ko zlicenin. V ramci cielenej terapie sa vyuziva
aj inhibitor proteinu MDM2, ktory je negativnym regulatorom proteinu p53. Jeho blokovanie

by mohlo viest’ k zvySenej expresii p53 (Nakamura et al., 2019).
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Obrazok 8 ATM/ATR dependentna signalna draha veduca bud’ k zastaveniu bunkového cyklu v G1 faze alebo

k apoptdze bunky prostrednictvom aktivacie p53 (prevzaté a upravené podl'a Abraham 2001).

Mozny ciel’ protinadorovej terapie by teda mohol predstavovat G2/M kontrolny bod,
kedy by inhibicia urcitych proteinov zapojenych v tomto kontrolnom bode mohla viest
k apoptdze nadorovych buniek. Zablokovanie zastavenia bunkového cyklu vedie k mitoticke;j
katastrofe. T4 vznikd dosledkom nedostato¢nej opravy DNA anaslednym masivnym
posSkodenim DNA. V ramci cielenej terapie OC bolo Studovanych niekol’ko inhibitorov opravy
poSkodenia DNA (Tomasova et al., 2020).

Serin/treonin proteinkindza CHEK1 predstavuje esencidlnu sucast’ drahy signalizujicej
vramci G2/M kontrolného bodu. CHEKI1 je zodpovednd za fosforylaciu niekolkych
downstreamovych efektorov, ktoré¢ su stcastou bunkového cyklu — p53, proteiny zahrnuté
v apoptoze, proteiny zahrnuté v inhibicii transkripcie a proteiny opravy DNA. CHEKI sa
v nddorovych bunkach vyznacuje zvySenou expresiou, naznacujic potrebu nddorovych buniek
zastavit’ bunkovy cyklus v G2/M faze pre esencidlnu opravu DNA (Kim et al., 2015a; Zhang

and Hunter, 2014). Centralna kindza kontrolného bodu ATR je aktivovana pritomnostou DSB
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alebo SSB na DNA, ktor¢ mézu viest ku vzniku DSB a zastaveniu replikacnej vidlicky.
Aktivacia ATR vedie k bunkovej odpovedi, ktord zahfnia aktivaciu kontrolnych bodov
bunkového cyklu (CHEK1 a WEE1), zablokovanie bunkového cyklu, opravu DNA a nakoniec
apoptozu (Kim et al., 2015a; Zheng et al., 2020). Aktivacia ATR-CHEKI1 drahy je spustena
ssDNA obalenou RPA, nukleoproteinovou struktarou, ktora je zvycajne generovana pri DNA
poskodeni a strese replikacnej vidlicky. Regulacny partner ATR ATRIP priamo viaze RPA
a rozoznava tak komplex RPA-ssDNA pri poskodeni DNA (Karnitz and Zou, 2015). Niekol'’ko
in vitro §tudii ukézalo, ze ATR inhibitory veda k opédtovnej senzibilizacii bunkovych linii
rezistentnych k PARP inhibitorom, apreto sa ATR inhibitory castokrat pouzivaju
v kombinovanej lie¢be spolu s PARP inhibitormi (Brill et al., 2017; Kim et al., 2017a; Lloyd
et al.,2020).

ATM predstavuje esencialnu sucast DDR masinérie z dovodu jeho schopnosti
fosforylovat substrat, ktoré aktivuju G1/S kontrolny bod, indukujt intra-S a G1/M zastavenie
bunkového cyklu, DNA opravu, remodeléciu chromatinu, transkripciu a apoptézu. Samotny
ATM je aktivovany pritomnostou DSB ajeho muticie su pritomné v rade nadorovych
ochoreni, vratane OC (Choi et al., 2016; Zheng et al., 2020). Inhibicia ATM preukazuje
schopnost’ syntetickej letality v kombindcii s inhibitormi APE1 ¢&i stratou funkcie XRCClI
a predstavuje potencidlny uspech pri liecbe gynekologickych karcindmov v kombinacii
s PARP inhibitormi (Riches et al., 2020; Sultana et al., 2013; Sultana et al., 2012). Protein
WEE Isprostredkiiva aktivaciu kindz CKD1 a CKD2, ktoré su dblezité pre priebeh bunkového
cyklu. V niektorych typoch nddorovych ochoreni, vratane OC, bola vypozorovand zvysSena
expresia WEEI1. Toto pozorovanie viedlo k testovaniu nového pristupu, ktorym bola inhibicia
proteinu WEEI (Saini et al., 2015; Slipicevic ef al., 2014; Zheng et al., 2017).

Vplyvom Ziarenia vznikaju poSkodenia DNA ako je poSkodenie baz, kriZzové viazby, SSBs
a DSBs. Z tohto dovodu by mohla radioterapia predstavovat’ potencialnu stratégiu v liecbe OC.
Radioterapia je vSak najmenej vyuzivanou lie€bou OC. Napriek tomu, Ze je OC radiosenzitivny,
jeho umiestnenie v peritonedlnej dutine komplikuje tento druh terapie a predstavuje prekazku.
Orgény v peritonedlnej dutine su tiez radiosenzitivne a ich vystavenie ziareniu moze viest’ napr.
ku akutnej ¢i chronickej toxicite GIT-u. S priaznivej$imi vysledkami lie¢by chemoterapiou je
radioterapia prenechana pre pacientov, ktori sa vyznaCuji chemorezistentnymi
a neoperovatelnymi nadormi ¢i s vysokym mnoZzstvom metastaz (Fields et al., 2017; Huang

and Zhou, 2020).
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2.4.5 Cielenie na DDR drahy v nadorovej terapii

Nadorové bunky sa okrem gendmove] nestability vyznacuju stratou jednej alebo
viacerych drah oprav poskodenia DNA pocas ich transformacie, ¢o vedie k ich zavislosti na
zvysnych reparacnych drahach (Hanahan and Weinberg, 2011; Jackson and Bartek, 2009) .
Komplex MRN zohrava dolezitd tlohu v DDR. Predstavuje jeden z prvych senzorov
a respondentov na poskodenie DNA a sprostredkivaji opravu DNA poskodenia ako odpoved’
na DSBs (Syed and Tainer, 2018).

Kym mutacie v génoch BRCA1/2 st prizna¢né najma pre hereditarne formy OC, mutacie
v inych génoch boli vo vyssej miere identifikované u onkologickych pacientov s vyvojom
multigénového panelového testovania (multigene panel testing) (Bianchini et al., 2016; Kurian
and Ford, 2015; Nicolas et al., 2017). Asociacia medzi mutdciami prave v génoch komplexu
MRN a néachylnosti na vznik nadorového ochorenia bola pozorované aj u OC (Brandt et al.,
2017; Koczkowska et al., 2018). Konkrétne nebol detegovany MRN komplex v OC (Brandt et
al., 2017) a bola detegovana nizka expresia proteinu MRE11, pricom tento jav je asociovany
s vyvojom nadorového ochorenia (Ye et al., 2014).

Genomova nestabilita nddorovych buniek predstavuje ciel’ pre génotoxické agensy ako
st DNA poskodzujuce chemoterapeutika, ako st napriklad platinové derivaty, ktoré vedia
k DNA poskodeniu a bunkovej apoptoze (Dasari and Tchounwou, 2014; de Sousa Cavalcante
and Monteiro, 2014). VysSsia expresia MRN komplexu je taktiez spajand s horSou progndzou
nadorového ochorenia. U HGSOC vysoka expresia NBSI1 a RADS50 koreluje s lepSim
vysledkom lieCby. Avsak, u pacientov, ktori podstlpili neoadjuvantni chemoterapiu, je narast
HR génov, ako je BRCA2, asociovany s hor§im vysledkom liecby. To naznacuje, ze vyber
molekularnych markerov by sa mal odliSovat’ podla pacientov. V chemoterapii, vysoké hladiny
NBSI korelovali s kratSim OS (overall survival) a ORR (overall response rate) (Kessous et al.,
2018; Monk et al., 2014). Endonukledzova a exonukleazova aktivita MRE11 moze indukovat’
chemorezistenciu tym, Ze odstrani kovalentné adukty z DNA koncov. Moéze tiez pdsobit’ proti
vyvoju nadoru degradovanim zastavenej replikacnej vidlicky, Co je jav Casto videny
v nadorovom ochoreni, ainhibiciou degradacie replikacnej vidlicky moze indukovat
chemorezistenciu (Ray Chaudhuri et al., 2016; Zeman and Cimprich, 2014) . Spomedzi
inhibitorov MRN komplexu sa najcastejSie pouZziva mirin, ktory inhibuje MRE11 asociovani
exonukleazovu aktivitu, zabraituje MRN dependentnej ATM aktivécii a rusi kontrolny v G2/M

a proces HR v cicavéich bunkach (Dupre et al., 2008).
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Napriek Sirokému vyuzitiu chemoterapie v protinddorovej liecbe castokrat dochadza
k vyvoju rezistencie voci tymto lieCivam. Rezistencia na platinové derivaty moze byt do istej
miery pripisana opravnej drahe HR. Vicsina OC sa vyznacovala defektnou opravou poskodene;j
DNA prave prostrednictvom HR. Tieto defektné opravné mechanizmy st vysledkom
genetickych a epigenetickych regulacii génov, ktoré su stcastou HR. Defektnd oprava
poskodenia DNA pomocou HR by mohla byt’ kI'ti¢ovym terapeutickym cielom pri liecbe OC
(Guo et al., 2020).

2.5 Vznik rezistencie v odpovedi na terapiu karcinému vajecnikov

Zmeny v DDR drahach maji v OC dudlny vyznam. V onkogenéze vedi zmeny v DDR
ku genémovej nestabilite a su jednou z hlavnych charakteristickych ¢t nadorového vyvoja
(Hanahan and Weinberg, 2011). Zarodo¢né mutacie v drdhe HR (BRCA1/2) veda k 14-44%
kumulativhemu celozivotnému riziku vzniku EOC (Kuchenbaecker et al., 2017), s Coraz
zreteI'nej$im prispievanim d’alSich génov (McCuaig et al., 2018). Avsak, rovnaké zmeny
v DDR drahach predstavuji molekularnu zranitel'nost’, ktora predstavuje ciel’ v protinadorovej
terapii (Gee et al., 2018). Jednymi z génotoxickych agensov, ktoré vyuZzivaja poruchy DDR
dréh a vedll nadorovu bunku k apoptoze su platinové derivaty. Zmeny v DDR drahach mézu
viest’ k senzitivite ¢i rezistencii voc¢i tymto agensom (Kubelac ef al., 2020).

Platinové derivaty, cisplatina a karboplatina, su liecivami prvej volby v terapii OC, ako
uz bolo spomenuté v podkapitole 2.4.1 Chemoterapia s vyuzitim karboplatiny. EOC je
jednym z najlepSie odpovedajucich nadorovych ochoreni na cisplatinu aj karboplatinu, ktoré
vedi ku akumulacii DSBs. AvSak po pociatocnej odpovedi moéze dochadzat k relapsu
ochorenia so vzniknutou rezistenciou voci platinovym derivatom (Damia and Broggini, 2019).
Pacienti senzitivni na platinové derivaty odpovedaji na liecbu s uspesnost'ou 30-90 %, zatial
¢o rezistentni pacienti maji UspeSnu odpoved’ na nasledujicu chemoterapiu len 15 %
a vysledok liecby je slaby s medianom prezivania neprevysujicim 12 mesiacov (Davis ef al.,
2014).

Vyvoj rezistencie je jednou z hlavnych prekazok v liecbe nadorov. Existuje niekol'ko
mechanizmov, ktoré sa podiel’aju na vyvoji chemorezistencie, vratane nddorovej heterogenity,
mutécii v nadorovych bunkéch, farmakokinetickych faktorov, redukovanej koncentracie lieiva
v cielovych bunkach, zmena v Struktare cielu pre lieCivo a zvySend oprava chemoterapiou
sposobenych 1¢ézii (Damia and Broggini, 2019; Ishida et al., 2010; Kishimoto et al., 2017,

Ohrvik et al., 2013). Napriek tomu, Ze EOC nepredstavuje iba jedno ochorenie, ale moze
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predstavovat’ rozne histologické entity (napr. HGSOC, endometroidny, mucindzny, clear cell,
low grade serous) s rdznou biologickou, molekularnou a klinickou charakteristikou, stale je
lieCeny rovnakym terapeutickym pristupom, ato systémovym podavanim platinovych
derivatov (Kurman and Shih Ie, 2016; Labidi-Galy et al., 2017). Liecba platinovymi derivatmi
ma vSak stale vyssSiu uspesnost’ lieCby nez lieCba bez vyuzitia platinovych derivatov (Damia
and Broggini, 2019). Az 80 % pacientov sa vyznacuje priaznivou odpoved’ou na prvy cyklus
chemoterapie atakmer u80 % ztychto pripadov bol zaznamenany relaps ochorenia
s rezistenciou voci lie¢ivam prvej vol'by (Tomao et al., 2017).

Rezistencia na platinové derivaty mdéze mat’ povod v znizenej absorpcii platinovych
derivatov do bunky alebo zvysenym effluxom vyvolanym zmenami v transportnych proteinoch
ako je napr. P-glykoprotein ¢i multidrug-resistance proteiny (MRP) (Agarwal and Kaye, 2003;
Damia and Broggini, 2019). ZvySend aktivita DDR drah sposobena zmenami v reparaénych
proteinoch, zucasthujucich sa v DDR drahach, bola tiez asociovana z rezistenciou voci
platinovym derivatom (Agarwal and Kaye, 2003). Molekularna charakterizacia EOC odhalila,
ze viac ako 50 % HGCOS, ktoré predstavuju 89 % EOC, sa vyznacuji poruchami v HR, ¢o
moze viest’ k extrémnej senzitivite nddoru k platinovym derivatom (Konstantinopoulos et al.,
2015). Nadory s poruchami HR sa vyznacuju vys$im stupiiom chromozomalnej nestability a su
neschopné opravovat’ DSB, podporujuc senzitivitu na platinové derivaty (Damia and Broggini,
2019). Mnoho $tadii, vratane The Cancer Genomic Atlas (TCGA), dokazali, ze HGSOC je
charakteristické poruchou v drahe HR genetickymi ¢i epigenetickymi zmenami v génoch, ktoré
su sucastou tejto drahy (Konstantinopoulos ef al., 2015).

Obnova funkcie drahy HR v nadoroch s poruchou HR je kI'icovym mechanizmom
ziskanej rezistencie voc€i platinovym derivatom. K obnove HR drahy mozu viest’ sekundéarne
mutécie, ktoré obnovuju &itaci rdmec génov BRCA, ¢im funkéne obnovuju ich proteinovi
aktivitu (BRCA reverzia) (Hay et al., 2009; Patch et al., 2015; Rottenberg et al., 2008).
Reverzné mutécie boli taktiez pozorované u inych génov HR drahy (napr. RADS1) a tiez su
povazované za pri¢inu vzniku ziskanej rezistencie (Weigelt et al., 2017). Dal$imi
mechanizmami veducimi k obnove funkcie proteinov BRCA a rezistencii je strata promdtoru
génu BRCA 1 metylaciou alebo funkéna obnova mutovaného proteinu BRCA1 prostrednictvom
interakcie s HSP90, ¢o vedie k podpore vedenia rekombinazy RADS1 k DNA a néslednému
DNA poskodeniu (Johnson et al., 2011). Gendom OC javi signifikantny stupen adaptability
v odpovedi na selektivny tlak terapie sobnovou drahy HR, ¢im umoZiuje preZivanie

nadorovych buniek v pritomnosti platinovych derivatov (Madariaga ef al., 2019).
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Poruchy v DDR drdhach predstavuju potencidl pre lepSie vyuzitie vhodnejSich
terapeutickych ciest, ktorymi by sa dala liecba pre pacienta ,,usit’ na mieru” na zaklade
genomickych charakteristik pacienta (Bian et al., 2019). Poruchy HR st v stc¢asnosti klinicky
najviac relevantné molekularne stratifikacie u OC a predstavuju dolezité biomarkery

v odpovedi na chemoterapiu platinovymi derivatmi (Madariaga et al., 2019).
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3. Hypotéza a ciele prace

Hypotéza

Z dostupnej publikovanej literatiry a predoslych vysledkov Oddelenia molekularnej
bioldgie nadorov na Ustave experimentilnej mediciny AV CR v.v.i. vyplyva, ¢ DNA
reparacné drahy mozu mat’ vplyv na terapiu karcindémov a taktiez aj na vznik rezistencie voci
chemoterapeutikdm. Protinddorovy tuc¢inok karboplatiny vedie k vzniku dvojvlaknovych
zlomov, ktoré su opravované drahou homolognej rekombindcie. Sucastou tejto drahy je aj
MRN komplex (MRE11-RAD50-NBS1), ktory zohrava délezita llohu v opravach poskodenia
DNA a zarovei je asociovany so zhorSenou odpoved’ou na terapiu u nadorovych pacientov.
Vzhl'adom na to, ze protein MRE11 je sucastou MRN komplexu, , predpokladame, ze jeho
inhibiciou by bolo mozné zvysit' citlivost’ na karboplatinu, ktord predstavuje Standardne
vyuzivané chemoterapeutikum v lieclbe OC. Z ddovodu anticipacie zvySenej aktivity
reparacnych dréh na vzniku rezistencie vo¢i chemoterapeutikdm, chceme v nasej diplomovej
praci objasnit’ tlohu inhibicie proteinu MREI11 nielen v odpovedi na liecbu OC, ale aj

v mechanizmoch asociovanych so vznikom rezistencie.
Ciele diplomovej prace

Hlavnym ciel'om naSej préce je zistenie vplyvu inhibicie HR pomocou MRE11 inhibitora
mirinu na citlivost’ bunkovej linie karcinomu vajenikov voci karboplatine. Pre dosiahnutie
tohto ciel'a, musime splnit’ nasledujtce Ciastkové ciele:

e Definovat’ vplyv samotného mirinu, ako inhibitora proteinu MRE11, na bunkova
lintu karcinomu vajecnikov, OVCAR3 s nasledujucimi podciel'mi:

o definovat’ vplyv inhibicie HR pomocou MRE11 inhibitora mirinu na bunkovl
proliferaciu a bunkovy rast,
o definovat’ vplyv inhibicie HR na akumulaciu DNA poskodenia.

e Definovat’ vplyv mirinu, ako inhibitora proteinu MRE11 na bunkovu senzitivitu voci
karboplatine, na bunkovej linii karcinomu vajecnikov, OVCAR3 s nasledujucimi
podciel'mi:

o definovat’ vplyv karboplatiny na bunkovu proliferaciu a bunkovy rast,
o definovat’ vplyv inhibicie HR pomocou mirinu na bunecnu senzitivitu voci

karboplatine,
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o definovat’ vplyv inhibicie HR pomocou mirinu na akumulaciu DNA poSkodenia
a oprav.
e Definovat’ vplyv inhibicie HR pomocou mirinu na bunkovu liniu so ziskanou
rezistenciou voci karboplatine s nasledujiicimi podciel'mi:
o charakterizacia rezistentnej linie,
o vplyv inhibicie HR pomocou mirinu na citlivost’ vo¢i karboplatine u bunkove;j

linie so ziskanou rezistenciou.
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4. Material a metody

4.1 Bioinformatickd analyza expresie génu MREI11 asociovana s preZivanim

pacientov s OC

K urceniu hladiny expresie MRE1 a jej asociaciu s prezivanim pacientov, ktorym bolo
diagnostikované ochorenie OC, sme pouzili online pristupny server GEPIA (Gene Expression
Profiling Interactive Analysis). Tento online server poskytuje interaktivne profilovanie génovej
expresie zalozené na datach zo vzoriek naddorového a zdravého tkaniva, ktoré boli ziskané od
TCGA a GTEx (Genotype-Tissue Expression Portal) (Tang et al., 2017). Tento online server

je dostupny na webovej strane: http://gepia.cancer-pku.cn.
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4.2 In vitro funk¢na analyza
4.2.1 Nadorové bunkové linie

V ramci Studie reparacnych drah pri posSkodeni DNA boli pre in vitro funkénu analyzu
pouzité nadorové bunkové linie OVCAR3 (Obr. 9), ktoré ndm pre experimentalne Ucely
poskytla RNDr. Mgr. Radka Vaclavikova, Ph.D. (Oddelenie toxikogenomiky, SZU, Praha).
Nédorova bunkova linia bola odvodend z malignych ascitov pacientky s progresivnym
adenokarcinomom vaje¢nikov. Néadorova bunkova linia OVCAR3 predstavuje adherentnu

bunkovu liniu vyznacujiicou sa morfolégiou epitelového typu.

Obriazok 9 Nadorova bunkova linia karcindému vaje¢nikov OVCAR3. Vyssia konfluencia. Zvacsenie: 10x0,22.

4.2.2 Kultivacia a pasaZzovanie
Kultivacia

Kultivacia vybranych nadorovych linii prebiehala v tekutom médiu RPMI 1640 (Sigma-
Aldrich®, Anglicko) s L-glutaminom (300 mg/1//2,05mM) a NaHCO; (2,2 g/l), ktoré
predstavovalo zaklad kultivaéného média. K zakladnému médiu sa Standardne pridali zlozky
o konkrétnych objemoch pre zlepsenie kultivacnych podmienok bunkovej linie, ako zobrazuje
Tab.1. Pridanim fetdlneho bovinného séria (FBS) (Biosera, Francuzsko) boli médiu dodané
rastové faktory ahormoény dolezité pre in vitro kultiviciu arast. Doplnenim antibiotik
(Pen./ml/10mg Strep. pro ml) (Biosera, Francuzsko) bola zabezpeCena prevencia voci

kontamindcii. Pre udrzanie fyziologického pH bol pouzity HEPES pufor (pKa 7,5).
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Tabulka 1: Zlozky a objemy pre pripravu kompletného kultivatného média

Zlozky Objem [ml]
Zakladné médium 500
Antibiotika 5
Sodium Pyruvat 5
HEPES 7,5
FBS 57,5
Celkovy objem 575
Pasazovanie

Pred samotnym pasdZovanim vzdy prebehla mikroskopicka kontrola bunkovej linie,
zameriavajica sa na uroven jej konfluencie, ktord by mala predstavovat 70-80% pokrytia
kultiva¢ného povrchu.

Pasazovaniu taktiez predchadzalo zohriatie kompletného kultivaéného média, sterilného
PBS pufru (Sigma-Aldrich®, USA) a 0,25% roztoku Trypsin-EDTA (Biosera, Francuzsko) na
37 °C vo vodnom kupeli (Memmert WNB 14, Nemecko). S bunkovymi liniami sa pracovalo
Standardne v sterilnom lamindrnom boxe (Thermo Scientific MSC-Advantage™ Class 11
Cabinet, USA).

Objem pdvodného média bol odsaty z kultivacnej misky a jej povrch bol premyty 4 ml
sterilného PBS pufra, ktory bol nasledne odsaty. V d’alSom kroku bol povrch misky premyty 1
ml 0,25% roztoku Trypsin-EDTA a po priblizne 1-2 min sme vacSinu z tohto objemu odsali.
Bunky boli za G¢elom trypsinizacie vloZzené do termostatu na 2-4 min. Po pdsobeni trypsinu
bolo pridanych 10 ml kompletného kultivacného média, v ktorom sa bunky uvolnili a nasledne
resuspendovali.

Bunkova suspenzia sa riedila pre dalSiu kultivaciu na zéklade bunkovej hustoty,
najcCastejSie to bolo v pomere 7 ml kompletného bunkového média k 3 ml bunkovej suspenzie.
Nova kultivacné miska bola oznacena dadtumom pasdzovania, poradim pasaze, typom bunkovej

linie a inicidlami experimentatora.
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4.2.3 Poclitanie a nasadenie buniek

Mnozstvo buniek na 1 ml bunkovej suspenzie bolo zistené pomocou pocitania buniek
v Biirkerovej komorke. Adherentné bunky boli v prvych krokoch spracované podl'a postupu
uvedenom v predchadzajicej stati prace (podkapitola Kultivacia a pasdaZovanie, cast
Pasazovanie). V nasledujucom kroku sme v mikroskimavke v pomere 1:1 premiesali bunkova
suspenziu s 0,4% roztoku trypanovej modrej (Sigma-Aldrich®, Nemecko). Roztok trypanove;j
modrej farbi mftve bunky na modro a tie do vysledného poctu nerdtame. Bunkova suspenzia
bola 0 malom objeme nanesena na mriezku Biirkerovej komorky. Bunky boli pocitané pod
mikroskopom (Leica DMil, Cina).

Koncentracia buniek v 1 ml bola vypocitana podl'a poctu napocitanych buniek. Na
zaklade vyslednej koncentracie sme vypocitali riedenie potrebné pre nasledujuce funkéné
analyzy. Nariedena bunkova suspenzia bola nasadena do kultivacnych nadob v uréenych
objemoch, ako zobrazuje Tab.2. VSetky experimenty prebichali v triplikdtoch, na zaklade

ktorych bola nésledne vyhodnotena statisticka analyza.

Tabulka 2: Objemy a mnozstva buniek pre jednotlivé funkéné analyzy

Funkény test Kultiva¢na Pocet buniek na Objem suspenzie
dosticka jamku na jamku [pl]

Analyza proliferacie metodou WST-1 Reagent 96- jamkova 10 000 100
Analyza prezivania metddou CFA 6-jamkova 500 2 000
Analyza génovej expresie 6-jamkova 200 000 1 000
Proteinova analyza 6-jamkova 200 000 1 000
Analyza poskodenia DNA 6-jamkova 200 000 1000
Analyza bunkového cyklu 6-jamkova 200 000 1 000
Analyza rastu 12-jamkova 25000 1 000

4.2.4 Ovplyvnenie buniek roztokmi mirinu a karboplatiny

Bunkova linia OVCAR3 bola ovplyvnena ovplyviiovand roztokom mirinu a karboplatiny
(CbPt). Zakladné roztoky mirinu a CbPt odpovedali koncentraciam 45 mM, respektive 125 mM
v 100% DMSO (Sigma-Aldrich®, Nemecko). Zikladné objemy sa riedili v kompletnom
kultivacnom médiu, aby koncentracie roztokov zodpovedali potrebam jednotlivych
experimentov. Vyslednd koncentracia DMSO nepresiahla 0,001%. Hodnota koncentracie IC20
pre roztoky bola experimentalne vypocitana na zaklade koncentracie zodpovedajicej hodnote
IC50 programom GraphPad Prism 9.1.2 (226) (GraphPad Software, USA). Na hodnotienie

vplyvu inhibicie MRE11 pomocou mirinu na citlivost’” buniek vo¢i CbPt sme pouzivali 1-
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hodinové ovplyvnenie OVCAR3 buniek 100uM (Dupre et al., 2008) roztokom mirinu
a nasledné ovplyvnenie roztokom CbPt (Obr. 10).

Zmena média pre oSetrenie buniek
10pM roztokom Karboplatiny

Osetrenie 100pM
Roztokom mirinu

l S

1h 24h 48h 72h

Obrazok 10 Schéma priebehu experimentu zobrazena na ¢asove;j osi.

4.2.5 Hodnotenie bunecného rastu

Bunec¢ny rast sme hodnotili v ¢asovej zavislosti, po 24, 48 a 72 hodinach. Bunky sme
vopred naniesli v triplikdtoch do 12-jamkovej dosticky o pocte 25 000/ml. Nasledne boli bunky
ovplyvnené pozadovanym roztokom. Na hodnotenie vplyvu mirinu na zivotnost’ buniek sme
pouzili koncentraciu 4uM (IC20), na hodnotenie efektu inhibicie MRE11 pomocou mirinu sme
bunky ovplyvilovali podl'a schémy na Obr. 11. Po 24, 48 a 72 hodinach sme mikroskopicky
skontrolovali stav bune¢nej linie. Nasledne sme v danych ¢asoch spocitali pocet buniek, ako je
uvedené v podkapitole 4.3 Poclitanie a nasadenie buniek. Na zaklade ziskanych hodnot sme
vypocitali rastova krivku, ktord zobrazovala klesajuci alebo stipajuci trend rastu bunecnej linie.

Obdobny postup sme pouzili pri bunkovej liniit OVCAR3 rezistentnej na karboplatinu (CbPt

| OlRE®
ool
ololcle

Obrazok 11 Schéma nasadenia analyzovanych buniek (OVCAR3) do 6- a 12-jamkovych dosti¢iek s vyznacenim
jamiek podra latok, ktorymi boli bunky ovplyvnené. Kontrola (C) predstavuje bunky OVCAR3 bez ovplyvnenia,
bunky ovplyvnené mirinom st oznacenie ,,M”, bunky ovplyvnené karboplatinou st oznacené ,,CbPt” a bunky s
kombinovanym ovplyvnenim st oznacené ,,CbPt + M”.
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4.2.6 Hodnotenie bunkovej proliferacie, klonogénneho potencialu a cytotoxicity

Analvza bunkovej proliferacie pomocou WST-1 Reagent-u

Prostrednictvom WST-1 Reagent-u (Roche, Nemecko) sme analyzovali proliferaciu
buniek na zaklade zmeny sfarbenia média. Metabolicky aktivne bunky pomocou aktivity
mitochondridlnych dehydrogendz produkuji farebny formazdn, ktory je rozpustny
v kultivaénom médiu, redukciou stabilnej tetrazéliovej soli WST-1. Bunkova proliferacia je
hodnotend priamou koreldciou medzi mnozstvom formazanového produktu a poctom
metabolicky aktivnych buniek v bunkovej suspenzii.

Bunkovu proliferdciu sme hodnotili v ¢asovej zavislosti, po 24, 48 a 72 hodinach,
a v koncentracnej zavislosti, s vyuzitim koncentraéného radu roztokov mirinu a CbPt. Do
buniek vopred nanesenych do 96-jamkovej dosticky a ovplyvnenych roztokmi mirinu a CbPt
sme pridali objem 12 pl, ktory zodpovedal 1/10 celkového objemu. Do jamiek uréenych pre
kontrolu sme pridavali 10 ul. Takto pripravena 96-jamkova dosticka bola nasledne vlozena do
absorban¢ného reader-a (BioTek ELx808, USA). Absorbancia vzoriek bola merana pri vinove;j
dizke 450 nm, ¢o zodpovedd maximalnej absorbancii formazanu, a 690 nm, ktord predstavuje
referenénti vinova dizku, pri ktorej maju WST-1 Reagent s formazanom rovnaki absorbanciu.

Pre spracovanie dat sme pouzili program BioTek Gen5™ Data Analysis (BioTek, USA).

Hodnotenie klonogénneho potencialu buniek pomocou CFA metddy (Colony Forming

Assay)

Metdodou CFA sa hodnoti dlhodobé prezivanie a klonogénny potencidl buniek pri
vytvarani kolonii na zaklade schopnosti bunky zaloZit’ novli bunkovu koloniu s minimalnym
poctom 50 buniek.

Suspenzia buniek OVCAR3 bola nanesend na 6-jamkové dosti¢ky o objeme 2 ml. Po
nasledujucej 24-hodinovej inkubdcii v termostate boli bunky ovplyvnené pre analyzu
kombinovaného vplyvu roztokov mirinu a karboplatiny na bunkovt liniu OVCAR3, ako
zobrazuje schéma na Obr. 12. Nasledne boli bunky opédtovne vlozené do termostatu. Po d’alSich
24 hod sme kompletné kultivaéné médium vymenili za nové. Na tento krok nadvdzovala

kultivacia po dobu 12 dni za Standardnych kultivacnych podmienok v termostate.
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Obrazok 12 Schéma nasadenia analyzovanych buniek (OVCAR3) do 6-jamkovych dosti¢iek.

Na 12. den po ovplyvneni bunkovej suspenzie bolo kultivacné médium odsaté. Povrch
jamiek dosticky bol dvakrat premyty 1 ml PBS pufru. Po dobu 20 min sme fixovali adherentné
kolénie v 1 ml 3% roztoku formaldehydu (Penta, Czech Republic). Odsatie formaldehydu
predchédzalo dvojitému premytiu 1ml PBS pufrom. Po dobu 20 min boli farbené fixované
kolénie v 1 ml 0,1% roztoku krystalovej violeti (Sigma-Aldrich®, USA). Odsatie farbiva
predchédzalo dvojnasobnému premytiu 1ml PBS pufrom. Poslednym krokom tejto metody je

manudlne pocitanie kolonii.
4.2.7 Polymerazova ret'azova reakcia (PCR)

S cielom urcit’ zmenenu génovl expresiu vybranych génov sme izolovani RNA
spracovali metddou reverznej transkripcie (RT) a kvantifikdciou expresie pomocou
kvantitativnej PCR v redlnom case (real-time qPCR), vd’aka ktorej bolo mozné priebezne
analyzovat’ intenzitu fluorescen¢ného signalu pocas amplifikacie a urcit’ tak kvantifikované

mnozstvo DNA v reakcii.
Izolacia RNA

Samotnej izolacii RNA predchddzalo nanesenie bunkovej linie OVCAR3 na 6-jamkovu
dosti¢ku. Bunky boli ovplyvnené roztokom mirinu o rovnakej koncentracii, no iba po dobu
jednej hodiny a nasledne boli ovplyvnené roztokom CbPt, ako zobrazuje schéma na Obr.11

a 13. Pripravend bunkov4 linia bola nésledne zmrazen4 na -80 °C.

Obriazok 13 Schéma nasadenia analyzovanych buniek (OVCAR3) do 6-jamkovych dosticiek.
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Z takto ovplyvnenych bunkovych linii sme izolovali RNA vyuzitim kitu miRNeasy Mini
Kit (Qiagen, Nemecko) podl'a dané¢ho protokolu. Vyslednt koncentraciu izolovanej RNA sme

merali sprektrofotometrom (Thermo Scientific NanoDrop 2000, USA).

Reverzna transkripcia (RT)

Na zaklade koncentracii vyizolovanej RNA boli vzorky nariedené Nuclease-free H.O do
objemu 50 pl vo vyslednej koncentracii 20 ng/lul. K nariedenym vzorkdm boli pridané
reagencie reakcnej zmesi o konkrétnych objemoch pre reverznu transkriptazu, ktora

pozostavala z reagencii uvedenych v Tab.3.

Tabul’ka 3: Zoznam reagencii a ich objemov pre reakénu zmes na reverznu transkripciu

Reagencie Objem na jednu reakciu
(]

10x RT Buffer 5

NTP (100mM) 2

10x Random Primer 5

Nuclease-free H,O 10,5

MultiScribe Reverse Transcriptase (50U/pl) 2,5

Spolu 5

Celkovy objem reakcie (s RNA) 10

Pre ziskanie cDNA z izolovanej RNA sme pouzili High-Capacity RNA-to-DNA™ Kit
(Applied Biosysytems™, USA). Proces reverznej transkripcie prebehol v termocykléri (MJ
Research Gradient Thermal Cycler PTC-200, USA), do ktorého sme vloZili pripravené vzorky.
Po ukonceni procesu reverznej transkripcie sme vzorky cDNA v pomere 1:1 nariedili

s Nuclease-free H,O.

Kwvantitativna PCR v realnom ¢ase

Pre analyzu prostrednictvom real-time qPCR bol pouzity Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (2X) (ThermoFisher, USA). V real-time qPCR s kontrolnou
a ovplyvnenymi vzorkami boli analyzované gény, rozloZzené na 96-jamkovej mikrotitracnej
dosticke, ako zobrazuje Tab.4. Referenénymi génmi k hodnoteniu boli housekeepingové gény

GAPDH a ACTB.
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Tabul’ka 4: Schéma rozloZenia skimanych génov na 96-jamkovej dosticke pre real-time qPCR

HR NHEJ MMR Apoptéza and Gény asociované s reguliciou
BER NER
autofagia bunkového cyklu
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A RADS1 BRCA1 LIG4 MUTYH = PARPI RPA1 MSH2 PMS2 CASP3 ATGS5 CHEK2 POLE4
B RAD51c BRCA2 NHEJ1 NTHI TDP1 RPA2 MSH3 MLH1 BAX ATG7 ATM RAD21
(XLF,
Cernunnos)
C | RADs51d RADS50 DCLREIC NEIL1 POLP ERCC2/XPD  MSH6 BAD BCL2 ATGI12 ATR TOPBP1
(Artemis)
D | RADSI1IL MREI11 UNG NEIL2 XPC ERCC3/XPB POLDI1 BAK1 LC3 AKT WIP1 TP53
E XECC2 NBS1 SMUG1 NEIL3 RAD23b  ERCC4/XPF POLD2 BCL10 mTOR HIF1 SOD2 TP53BO1
F XRCC3 XRCC4 MDB4 APEX1 XPA ERCC6/CSB POLD3 BelXL DAPK1 H2AFX POLEI
G RADS2 XRCC6 TDG LIG3 DDBI1 ERCC8/CSA ~ POLD4 BelXS CASPY cMYC POLE2 ACTB
(Ku70)
H RAD3541 XRCC5 0GG1 XRCCl DDB2 LIGI PMS1 BIK Beclinl CHEK1 POLE3 GAPDH

(Ku80)

Reakéné zmesi pre vsetky analyzované gény sa lisili len v pouzitych primeroch, inak boli
pripravované rovnako, ako zobrazuje Tab.5. Reakénu zmes sme rozpipetovali do 96-jamkovej
mikrotitracnej dosticky po 18 pl. K reakénej zmesi bola pridana analyzovana vzorka cDNA

0 objeme 2 pl, tak celkovi objem na jednu jamku zodpovedal 20 pl.

Tabul’ka 5: Zlozenie reakénej zmesi pre real-time qPCR s génmi zobrazenymi v tab.4

Reagencie Objem na jednu reakciu [pl]
Vzorka (vybrany gén) 2

2x MasterMix 10
Nuclease-free H,O 7

Primer 1

Spolu 19

Celkovy objem reakcie (s RNA) 20

Po napipetovani vSetkych zlozZiek potrebnych pre priebeh reakcie v ramci metody real-
time qPCR sme dosti¢ku prelepili adhezivnou féliou a vloZili do Real-Time PCR termocykléra
(Applied Biosystems™ 7500 Real-Time PCR System, USA). Podmienky amplifikécie
a teplotného profilu (Tab.6) sme nastavili v programe 7500 Real-Time PCR System Sequence
Detection Software (Applied Biosystems™, USA).
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Tabul’ka 6: Teplotny profil metoédy real-time qPCR

Krok Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
Stage 1 50 2 min 40
Stage 2 95 2 min
Stage 3 95 15s

62 1

4.2.8 Proteinova analyza

Po ovplyvneni bunkovej linie OVCAR3 samostatnym roztokom mirinu a kombinovanym
ovplyvnenim roztokom mirinu a po uplynuti jednej hodiny naslednym ovplyvnenim roztokom
CbPt sme sledovali, ako boli ovplyvnené pri oboch ovplyvneniach proteiny MRE11, yYH2AX,
p53 a RADS1 (Cell Signaling Technology, USA). Vybrané proteiny boli izolované a nasledne

analyzované prostrednictvom elektroforetickej separacie a techniky Western blot.

Izolécia proteinov

Pred samotnou izolaciou sme si pripravili RIPA lyzacny pufor (Sigma-Aldrich®, USA)
tym, Ze k pouzitému objemu RIPA pufra sme pridali inhibitory protedz (Roche, Nemecko)
v pomere 20 pl inhibitorov na 1 ml pufra. V rdmci proteinovej analyzy sme hodnotili kontrolné
bunkové linie spolu s bunkovou liniou ovplyvnenou roztokom mirinu, pripadne roztokom
mirinu v kombinacii s roztokom CbPt, ktoré boli rozlozené na 6-jamkovej dosticke, ako to
zobrazuje Obr. 14. S dosti¢kou sme pracovali na suchom l'ade. Zo vSetkych jamiek sme odsali
médium a pomocou PBS premyli jej povrch. Do kazdej jamky sme potom pridali 60 pl

lyza¢ného pufru a adherentné bunky Setrne zoskrabali z kultivacného povrchu.

Obriazok 14 Schéma rozlozenia analyzovanych buniek (OVCAR3) na 6-jamkovej dostiske

Bunky boli prenesené do mikroskiimaviek a po dobu 15 min inkubované na suchom l'ade.

Nésledne sme bunky rozmrazovali pri laboratornej teplote. Po tomto kroku boli

37



mikroskiimavky po dobu 20 min inkubované na lade, aby sme dosiahli lyzu bunkovych
membran. Po inkubécii boli mikroskiimavky umiestnené do centrifugy, vopred ochladenej na
4 °C, a pri tejto teplote sa centrifugovali po dobu 20 min pri 20 000xg. Vzniknuty supernatant
sme odobrali do novych, pripravenych mikroskimaviek. Vyizolované proteiny sa uchovavali
pri teplote -80 °C.

Koncentraciu izolovanych proteinov sme merali pomocou Bradford Protein Assay
(Sigma-Aldrich®, USA). Metdda sa zaklada na principe reakcie detek¢ného ¢inidla Bradford
Reagent (Sigma-Aldrich®, USA) s ur¢itymi aminokyselinami, ¢im vznikéd farebny produkt.
Intenzitu farebného produktu sme merali absorbanciou pri vinovej dizke 630 nm
spektrofotometricky. Pred samotnym meranim intenzity farebného produktu sme si pripravili
kalibra¢nu krivku skladajicu sa zo Standardov o zndmej koncentracii bovinného sérového
albuminu (BSA) (BioRad Quick Start Set, USA). Analyzované vzorky sa merali
spektrofotometricky spolocne so Standardami. Porovnanim koncentracii proteinov
analyzovanych vzoriek shodnotami absorbancie Standardov sme stanovili koncentraciu

analyzovanych proteinov.

Elektroforeticka separacia

Pred samotnou elektroforetickou separaciou proteinov sme si pripravili rozdel'ovaci
(resolving) a zaostrovaci (stacking) gél prostrednictvom reagencii o konkrétnych objemoch,
(Tab. 7, 8 a 9). Stuhnuté gély sme vlozili vo vertikdlnom usporiadani do elektroforetickej

aparatury a zaliali elektrodovym pufrom (1xEP).

Tabulka 7: Zoznam reagencii a ich objemov pri priprave 10% rozdel'ovacieho gélu SDS-PAGE

Reagencie MnoZstvo
H,O 4,02 ml
1,5M Tris-HCL(8,8) 2,5 ml
30% Acryl/Bis-acryl 3,33 ml
10% SDS 100 pl
10% APS 50 pl
TEMED 5pul
Celkovy objem 10ml
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Tabul’ka 8: Zoznam reagencii a ich objemov pri priprave 15% rozdel'ovacieho gélu SDS-PAGE

Reagencie MnozZstvo
H>O 2,4ml
1,5M Tris-HCL(pH 8,8) 2,5 ml
30% Acryl/Bis-acryl 5,0 ml
10% SDS 100 pl
10% APS 50 ul
TEMED 5ul
Celkovy objem 10ml

Tabul’ka 9: Zoznam reagencii a ich objemov pri priprave zaostrovacieho gélu SDS-PAGE

Reagencie MnoZstvo
H,O 3,675 ml
IM Tris-HCI (pH 6,8) 0,625 ml
30% Acryl/Bis-acryl 0,650 ml
10% SDS 50 pl
10% APS 25 ul
TEMED 5ul
Celkovy objem 5ml

Metodu elektroforetickej separdcie sme pouzili na rozdelenie proteinov v zavislosti od

ich elektroforetickej pohyblivosti. Rozdelovali sme ich za denaturaénych podmienok

prostrednictvom diskontinuélnej elektroforézy za v polyakrylamidovom géli (SDS-PAGE).

Vzorky ziskané postupom opisanom v Casti [zolacia proteinov sa nariedili s 2x SDS-

PAGE (Biorad, USA) naniSacim pufrom v pomere 1:1, ktory bol nariedeny s vyuZitim

komeréného pufru (Biorad, USA) (950 pl) a B-merkaptoetanolu (50 pl). Sekundérne Struktary

proteinov boli denaturované vlozenim vzoriek do termobloku (Major Science Dry Bath

Incubator, Taiwan), ktory bol vyhriaty na 95 °C po dobu 5 min. Vzorky sa potom nanasali na

g€l vo vypocitanych objemoch obsahujucich 40 pg proteinov. Gély sa nasledne zaliali 1x

Running pufrom, ktory sme si pripravili nariedenim 10xSDS/Tris/Glycinu (100ml do 900ml

vody). Elektoforeticka separacia prebiehala po dobu 60 min pri konstantnom priude 12 mA na

r

gél.
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Western blot

Metodu Western blotu sme pouzili na prenesenie izolovanych proteinov po
elektroforetickej separacii z gélu na nitrocelulozovi membranu. Zlozky Western blotovej
kazety sme po dobu 15 min ekvilibrovali v transferovom pufry (1xTP) (Tab. 10), konkrétne sa
jednalo o rozdelovaci gél z SDS-PAGE, nitrocelulézovii membranu a filtratné papiere.
Nasledne sme z tychto zloziek zostavili blotovaciu kazetu, ktora bola zaliata transferovym
pufrom po tom, ¢o sme ju vlozili do blotovacieho modulu v elektroforetickej komore. Vlastny

prenos proteinov z gélu na membranu trval 90 min a prebiehal pri konStantnom napéti 80 V.

Tabul’ka 10: Zoznam reagencii a ich objemov pri priprave transferového pufru (1xTP)

Reagencie Mnozstvo [ml]
10xSDS/Tris/Glycin 200
Metanol 300
HO 1 000
Celkovy objem 1500

Pre overenie uspeSnosti prenosu proteinov sme membranu s proteinmi preniesli do
roztoku Ponceau S (Sigma-Aldrich®, USA). Nasledne bola membrana trikrat premyta v TBS-
T pufti po dobu 5 min a prenesend do blokovacieho 5% roztoku BSA (Sigma-Aldrich®, USA)
v TBS-T po dobu jednej hodiny. Dalsim krokom bola inkubacia membran, ktora uz mala
zablokované nesSpecifické viazby. Membrana sa inkubovala s primarnymi protilatkami po dobu
12h pri teplote 4 °C. Po uplynuti potrebného ¢asu nasledovala inkubacia so sekundarnymi
protilatkami po dobu jednej hodiny. K samotnej vizualizdcii proteinov bol pouZity

chemiluminiscenény detektor (Azure® Biosystems C600, USA).
4.2.9 Analyza poskodenia DNA pomocou in vitro Comet assay

Pre analyzu poSkodenia DNA v bunkach OVCAR3 ovplyvnenych roztokom mirinu
a nasledne roztokom CbPt sme pouzili metddu in vitro Comet Assay, ktord je zaloZena na
jednobunkovej gélovej elektroforéze. Jej alkalicka verzia sa Standardne vyuziva na detekciu
zlomov v molekulach DNA. DNA denaturuje v alkalickom prostredi a pri elektroforéze putuje
vo forme polyaniénu z jadra k andde. MnoZstvo migrujuceho mnozstva DNA z jadra je priamo
umerne mnozstvu zlomov na DNA. Po ofarbeni a vizualizacii maji bunky tvar podobny
kométe. PoSkodena DNA sa nachédza prave v ,,chvostovej* (tail) casti kométy, kym intaktna

DNA ostava v jej ,,hlave* (head) (Collins, 2004).
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Po 24 hod od ovplyvnenia OVCAR3 buniek roztokom mirinu a kombinovanym
ovplynenim roztokmi mirinu a CbPt sme ich uvolnili z kultivaéného povrchu 24-jamkovej
dostic¢ky a resuspendovali v 1ml vychladeného PBS pufra. Néasledne sme bunky spocitali na
Biirkerovej komorke a centrifugovali po dobu 10 min pri laboratornej teplote a 700xg. Zliali
sme vytvoreny supernatant a nariedili vzniknuté bunkové pelety s 0,5% roztokom agarozy,
ktory bol vyhriaty na 37 °C, na koncentraciu 200 000 buniek/ml. V troch opakovaniach bola
nanesend kazda vzorka o objeme 70 pl na vychladené sklicka pokryté 1% agarézovym gélom
a prekryta krycim sklickom. Skli¢ka boli prenesené do chladnicky na dobu 10 min a po stuhnuti
agarozy sme opatrne stiahli krycie sklicka a vzorky umiestnili do vychladeného lyza¢ného
pufru po dobu jednej hodiny pri teplote 4 °C.

Po lyze buniek boli sklicka po dobu 5 min premyvané vo vychladenom pufri PBS
anasledne uloZené v horizontalnej polohe do elektroforetického boxu, zaliate alkalickym
pufrom a inkubované po dobu 40 min. Po uplynuti tejto doby bol elektroforeticky box pripojeny
k zdroju napitia, ¢im sa spustila gélova elektroforéza, ktora prebiehala pri prade 300 mA, napati
33 V ateplote 4 °C po dobu 30 min. Dal§im krokom bola neutralizacia gélov premyvanim
sklicok vo vychladenom PBS po dobu 10 min a d’al$ich 10 min vo vychladenej dH2O pri teplote
4 °C. Pri tejto teplote sa sklicka nechali cez noc vyschnut’ a nasledujuci den prebehlo ich
farbenie v roztoku SYBR™ Gold po dobu 30 min.

Pouzity farbiaci roztok bol pripraveny kratko pred pouzitim pridanim 5 pl SYBR™ Gold
(Molecular Probes®, USA) do 50 ml TE pufra. Sklicka sme po farbeni dvakrat premyli dH>O.
vyschnuté sklicka sme prekryli krycim sklickom a poSkodenie DNA sme hodnotili pod
fluorescenénym mikroskopom (Olympus BX63, Japonsko). Pre obrazovi analyzu sme vyuzili

program LUCIA Comet Assay™ Software.
4.2.10 Analyza bunkového cyklu

Pre analyzu bunkového cyklu sme pouzili metédu prietokovej cytometrie, ktorej princip
spo¢iva v merani obsahu DNA jednotlivych buniek, ktor¢ musia byt nevyhnutne vopred
oznacené. Ako fluorescen¢né farbivo sa pouziva propidium jodid (PI), ktory sa ako interkala¢né
¢inidlo v€leni do Struktury dsDNA a emituje Ziarenie (>560 nm) po oZiareni svetlom s vinovou
dizkou 488 nm. Na zaklade fluorescenéného signalu sa uréuje nielen obsah DNA v bunkach,
ale aj faza cyklu, v ktorom sa bunky nachadzaju.

Bunkdm OVCAR3 bolo po 48 hodinach od ovplyvnenia roztokom mirinu

a kombinovaného ovplyvnenia roztokmi mirinu a CbPt odsaté kultivaéné médium. Pomocou
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PBS pufra o objeme 1 ml sme premyli kultivaény povrch 6-jamkovej dosticky. Po nasledne;j
trypsinizécii boli bunky resuspendované v 1 ml PBS pufra a centrifugované v centrifuga¢nych
sktimavkach pri po dobu 10 min, pri laboratérnej teplote a 1500xg. Po centrifugacii sa zlial
supernatant a vzniknuté bunkové pelety boli fixované vo vychladenom 70% etanole (Penta,
Czech Republic). Obsah skiimaviek bol postupne premiesavany elektrickou trepackou (Biosan
Vortex V-1 Plus, Nemecko), priCom v priebehu miesania sa pridaval vychladeny 70% etnanol.
Takto pripravené vzorky sa skladovali pri teplote -20 °C.

Farbeniu PI predchadzala centrifugicia buniek v 70% etanole po dobu 10 min pri
laboratérnej teplote a 1500xg. Po centrifugécii bol etanol zliaty a k bunkovym peletom bol
pridany PBS pufor o objeme 1ml, ¢o predchadzalo d’alsej centrifugécii, po ktorej bol zliaty
supernatant. Bunkové pelety boli resuspendované v 1 ml farbiaceho roztoku PI a inkubované
po dobu 30 min v termostate pri teplote 37 °C. Pre samotnu analyzu bunkového cyklu bol
vyuzity prietokovy cytometer (Apogee Systems A-50 Microflow Cytometer, Anglicko)
a ziskané data boli vyhodnotené v programe Flowlogic™ Software (Inivai Technologies,

Australia).
4.3 Statisticka analyza

Pre $tatistické vyhodnotenie nadobudnutych vysledkov sme vyuzili program GraphPad
Prism 9.1.2 (226) (verzia pristupna od juna 2021) (GraphPad Software, USA). Pomocou
neparového neparametrického Mann-Whitneyho testu sme posudzovali Statistick(
vyznamnost’. Vysledky predstavuji priemernti hodnotu troch nezavislych opakovani so
smerodajnou odchylkou (£ SD). Vysledky, ktoré boli zhodnotené ako Statisticky signifikantné

mali hodnotu p <0.05 ap <0,01 a v grafickom zobrazeni boli oznacené¢ ,,**, respektive ,,***.
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5. Vysledky

Pocas praktickej Casti prace na diplomovom projekte sme sa zamerali na definovanie
vplyvu inhibicie HR pomocou inhibitora MREI1 mirinu na bunkovu liniu karcinému
vajeCnikov. Zaroven sme analyzovali jeho uCinok na citlivost’ buniek karcindmu vajec¢nikov
voci karboplatine ako chemoterapeutika pouzivaného v prvej linii terapie OC. V poslednej Casti
prace sme sa venovali definovaniu vplyvu inhibicie HR na citlivost’ ku karboplatine v bunkove;j
linii so ziskanou rezistenciou voci karboplatine.

Predpokladali sme, ze kombinovany Uc¢inok inhibitora a chemoterapeutika by mohol
ovplyvnit' nielen zivotaschopnost’” buniek, ale aj terapeuticki odpoved’, vzhl'adom na
pouzivanie kombinovanej liecby v klinickej praxi. Efekt karboplatiny a mirinu sme sledovali
v ramci in vitro funkEnych analyz praktizovanych na nadorovej bunkovej linii karcinomu

vajecnikov OVCAR3.
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5.1 Efekt inhibicie HR pomocou mirinu na bunkovi liniu karcinému vaje¢nikov

5.1.1 Bioinformatickd analyza proteinu MREI11 asociovaného s prezivanim

u pacientov s diagnostikovanym OC

MRE11-RAD50-NBS1 ma dolezita ulohu v opravach DNA poskodenia. Predpoklada sa,
ze poruchy v tomto komplexe prispievaju k tumorogenéze a zdrovenh maju doleziti ulohu
v terapii nddorovych ochoreni. Na zistenie hladiny expresie MREI11 u pacientov s OC a jeho
asociaciu s prezivanim sme pouzili online databazu GEPIA (Gene Expression Profiling
Interactive Analysis). Databaza GEPIA poskytuje data ziskané od TCGA a GTEx (Genotype-
Tissue Expression Portal) (Tang et al., 2017). Analyza ukézala znizenu hladinu expresie
MREI] v nadorovom tkanive karcindému vajecnikov v porovnani s nenadorovym tkanivom
(Obr. 15 A). Avsak Kaplan-Meierova analyza prezivania ukézala, Ze vyssia hladina proteinu
MREI1 je asociovand s horSim prezivanim pacientov (Obr. 15 B). Na zaklade zistenych dat
predpokladdme, Ze protein MRE11 zohrava v OC dolezita tilohu a jeho inhibicia by mohla mat’

vplyv na zlepSenie prezivania pacientov, ktorym bol diagnostikovany OC.
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Obrazok 15 Grafické zobrazenie génovej expresie MREII ukarcindmu vajecnikov (OC) v porovnani
s nenadorovym tkanivom. U OC bola zaznamenana zniZen4 hladina expresie (A). Grafické zobrazenie prezivania
pacientov diagnostikovanych ochorenim OC. Pacienti, ktorym bola detegovana vysoka hladina proteinu MREI11,
mali niz§ie percento prezivania nez pacienti s nizkou hladinou proteinu MRE11 (B). (upravené podl'a Tang et al.

2017).
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5.1.2 Hodnotenie vplyvu posobenia mirinu na bunkovu proliferaciu OVCAR3

buniek

Bunkova proliferacia po ovplyvneni buniek mirinom bola analyzovana kolorimetrickou
metodou s pouzitim WST-1 reagentu. Vplyv inhibitora bol hodnoteny v Casovej zavislosti, po
24, 48 a 72 hodinach po ovplyvneni, a v koncentracnej zavislosti, s vyuzitim koncentraéného
radu mirinu (120 — 1,75 uM). Za 100% bola povazovana kontrola (C), ktora bola oznacené ako
zakladna Groven bunkovej proliferacie. Urovne proliferacie vzoriek boli potom vztiahnuté ku
kazdej C, pricom vysledné data zodpovedaju percentam z urovne proliferacie C a predstavuja
priemer hodn6t nameranych po troch nezavislych opakovaniach. Po 24h bola bunkova
proliferacia znizena o 15, 22 a 30% pri koncentracii 120, respektive 60 a 30 uM (p =0,02) (Obr.
16 A). Po 48h bola proliferacia zniZzené o 40, 55 a 60% pri koncentrécii 120, respektive 60 a 30
uM (p = 0,05) (Obr. 16 B). Po 72h bola proliferacia znizena o 80% pri koncentracidch 120 a 30
uM (p =0,02) a 0 85% pri koncentracii 60 pM (p = 0,004) (Obr. 16 C). Na zaklade nameranych
hodnét bola vypocitana hodnota koncentracie IC50 (inhibi¢na koncentracia latky, ktord ma

letalny efekt pre 50% buniek) pre mirin 15,5 uM a IC20 4 uM.
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Obrazok 16 Vplyv mirinu ako inhibitora proteinu MRE11 na bunkovt liniu OVCAR3. Grafické zndzornenie
zobrazuje asovu a koncentraéni zavislost. Uroveii proliferacie C predstavuje 100% kontroly, ku ktorej bola
vztiahnuta troven proliferacie vo vzorkach s prisluSnou koncentraciou mirinu, ktora bola aplikovana na bunkova
liniu OVCAR3. Symbol ,,** predstavuje Statisticku vyznamnost’ p < 0,05 a symbol ,,** §tatistick(l vyznamnost’ p

<0,01.
5.1.3 Hodnotenie vplyvu posobenia mirinu na rast buniek

Rast buniek po ovplyvneni bunkovej linie roztokom mirinu bol analyzovany metdédou
analyzy rastu pomocou priameho pocitania buniek, na zdklade ktorej bola zostavena rastova
krivka (Obr. 17). Vplyv inhibitora MRE11 na OVCAR3 bunkovu liniu bol hodnoteny v Casovej
zavislosti, po 24, 48 a 72 hodinach po ovplyvneni roztokom mirinu o koncentracii 4 pM. V Case
nasadzania buniek a ich ovplyvnenia (Oh) bolo v 1 ml 50 000 buniek. Po 24, 48 a 72 hodinéach
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boli bunky spocitané v troch nezavislych meraniach atieto hodnoty boli nasledne
spriemerované. Zmeny v poc¢te buniek po 24 a 48 hodinach neboli zaznamenané. Po 72h sme
pozorovali ndrast v pocte buniek ovplyvnenych roztokom mirinu, ktory vSak nebol

signifikantny.
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Obrazok 17 Analyza rastu buniek kontrolnej skupiny buniek (C) (bez ovplyvnenia) a buniek ovplyvnenych
roztokom mirinu (M) vizualizovana na rastovej krivke. Pocet bunick OVCAR3 po ovplyvneni 4uM (IC20)

roztokom mirinu v Case.
5.1.4 Hodnotenie vplyvu posobenia mirinu na hladinu DNA poskodenia

Mirin, ako inhibitor proteinu MREI1, inhibuje jeho exonukledzovu aktivitu, ¢im
v molekule DNA dochddza k akumulacii DSBs (Shibata et al., 2014). Mirin je taktiez
identifikovany ako inhibitor DSB-indukovanej aktivacie ATM (Dupre et al., 2008).

Fosforylaciou zvySku Ser139 histonového variantu H2AX vznika yH2AX. Téato
fosforylécia predstavuje skortt bunkovi odpoved’ na indukciu DSBs. YH2AX vznika de novo
a predstavuje vysoko Specificky molekularny marker DNA poskodenia a vzniku DSBs (Mah et
al., 2010). Z tohto dovodu sme si zvolili detekciu YH2AX po ovplyvneni mirinom pomocou
proteinovej analyzy, aby sme zistili pritomnost’ DSBs v naSich vzorkach. Pritomnost yYH2AX
bola analyzovand pomocou elektroforetickej separacie za denaturacnych podmienok (SDS-
PAGE elektroforéza) a pomocou Western blotu. Na zaklade nasich vysledkov je zrejmé, ze po
ovplyvneni mirinom stiipa hladina YH2AX, ako zobrazuje Obr. 18. Tento vysledok podporuje
naSu hypotézu, Ze po inhibicii MRE11 dochédza ku akumulacii DSBs, ¢o koreluje s vysSou

hladinou YH2AX.
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Obrazok 18 Vizualizacia proteinov MRE11 a YH2AX po ovplyvneni bunkovej linie OVCAR3 inhibitorom

proteinu MRE11 — mirinom.

5.2 Hodnotenie vplyvu inhibicie HR pomocou MRE11 inhibitora mirinu na

citlivost’ OVCAR3 bunkovej linie voci karboplatine

V klinickej praxi sa Castokrat vyuziva kombinovana terapia (sti¢asné podavanie dvoch
aviac chemoterapeutickych agensov). Vyuzitim kombinovanej terapie (karboplatina
a chemicky agens) dochadzalo k zvyseniu prezivania bez progresie (progression free survival,
PFS) upacientov senzitivnych na platinové derivaty. U pacientov vyznacujicich sa
rezistenciou voci platinovym derivatom bolo po kombinovanej terapii tiez evidované zvysenie
PFS (Matulonis et al., 2016). Po charakterizacii samostatného vplyvu mirinu na bunkovu liniu
OVCAR3 sme sa preto rozhodli pre kombinované ovplyviiovanie buniek mirinom (M)

a karboplatinou (CbPt).
5.2.1 Hodnotenie vplyvu karboplatiny na bunkovu proliferaciu OVCAR3 buniek

Ako prvé bolo potrebné stanovit’ IC50 pre samotnu karboplatinu. Pre tento Ucel sme
ovplyviovali bunkova liniu OVCAR3 koncentracnou radou karboplatiny (500 — 1 puM).
Bunkové proliferacia po ovplyvneni buniek karboplatinou bola analyzovana kolorimetrickou
metodou s pouzitim WST-1 reagentu. Za 100% bola povazovana kontrola (C), ktora bola
oznat¢ena ako zékladnd troveni bunkovej proliferacie. Urovne proliferacie vzoriek boli potom
vztiahnuté ku kazdej C, pri¢om vysledné data zodpovedaju percentdm z urovne proliferacie C
(Obr. 19). Na zéklade nadobudnutych vysledkov analyzy bunkovej proliferacie sme v programe
GraphPad Prism 9.1.2 (226) (verzia pristupnd od juna 2021) (GraphPad Software, USA)
stanovili hodnotu IC50 = 37,56 uM a IC20 = 10 uM.
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Obrazok 19 Vplyv karboplatiny ako chemoterapeutika na bunkova liniu OVCAR3. Grafické znazornenie
zobrazuje koncentraénu zavislost’. C predstavuje 100% kontroly, ku ktorej bola vztiahnuta uroven proliferacie vo
vzorkéch s prislusnou koncentraciou mirinu, ktora bola aplikovana na bunkovu liniu OVCAR3. Symbol ,,**

predstavuje Statistickil vyznamnost’ p < 0,05 a symbol ,,**“ Statisticki vyznamnost' p < 0,01.

5.2.2 Efekt kombinovaného posobenia mirinu a karboplatiny na viabilitu OVCAR3

buniek

V nasich nasledujtcich experimentoch sa zamerali na overenie vplyvu kombinovaného
ovplyvilovania bunkovej linie OVCAR3. Bunky boli ovplyviiované po dobu jednej hodiny
100puM roztokom mirinu. Po uplynuti jednej hodiny boli bunky ovplyvnené 10uM roztokom
karboplatiny, ¢o predstavovalo hodnotu koncentracie IC20 pre karboplatinu. Bunky OVCAR3
sme ovplyviovali aj samotnym 10uM roztokom karboplatiny, aby sme mohli porovnat
samostatny vplyv karboplatiny a vplyv kombinovaného ovplyviiovania. Bunkové proliferacia
po ovplyvneni buniek karboplatinou bola analyzovana kolorimetrickou metdédou s pouzitim
WST-1 Reagentu. Za 100% bola povazovana kontrola (C), ktora bola oznacena ako zakladna
troveti bunkovej proliferacie. Urovne proliferacie vzoriek boli potom vztiahnuté ku kazdej C,
pri¢om vysledné data zodpovedaju percentam z Grovne proliferacie C. Ako zobrazuje Obr. 20,
po ovplyvneni bunick OVCAR3 karboplatinou doslo oproti kontrole k zniZeniu proliferacie
0 20%, po ovplyvneni kombinéciou karboplatiny a mirinu (CbPt + M) o 30%, Co predstavuje
rozdiel 10 percentnych bodov proliferdcie medzi vplyvom karboplatiny a kombinovaného

ovplyviniovania (p = 0,05).
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Obrazok 20 Vplyv karboplatiny ako chemoterapeutika a vplyv karboplatiny v kombinacii s mirinom, ako
inhibitora proteinu MRE11, na bunkovu liniu OVCAR3. Grafické zndzornenie zobrazuje rozdiely v proliferacii
po jednotlivych ovplyvneniach buniek. C predstavuje 100% kontroly, ku ktorej bola vztiahnuta wroven

proliferacie. Symbol ,,** predstavuje $tatistickl vyznamnost’ p < 0,05.

5.2.3 Hodnotenie vplyvu posobenia inhibitora MRE11 mirinu na efekt karboplatiny
na klonogénny potencial OVCAR3 buniek

Bunkova linia OVCAR3 bola ovplyvnena roztokom mirinu, roztokom karboplatiny a aj
kombinéciou roztokov karboplatiny a mirinu s vyuzitim hodinového pdsobenia 100uM roztoku
mirinu s naslednou aplikdciou 10uM roztoku karboplatiny (Obr. 22). Vysledny pocet kolonii
bol porovnévany s kontrolou (C) (Obr. 21). Samostatny vplyv mirinu na bunkovt liniu nebol
podla ocakéavania vel'mi vyrazny. Vplyv karboplatiny a kombinovaného ovplyviiovania na
bunkovt liniu mal vyrazny efekt na pocet kolonii. Rozdiel medzi vplyvom samotnej
karboplatiny a kombinovaného ovplyviiovania bol Statisticky vyznamny (p = 0,05) a podporuje
nasu hypotézu, ze kombinované inhibicia HR pravdepodobne vedie k zvySeniu citlivosti

OVCAR3 buniek voci roztoku karboplatiny.
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Obriazok 21 Vplyv roztoku mirinu (M), karboplatiny (CbPt) a roztoku karboplatiny v kombinacii s mirinom (CbPt
+ M) na bunkovu liniu OVCAR3. Grafické znazornenie zobrazuje rozdiely v klonogénnom potencialy po
jednotlivych ovplyvneniach buniek. C predstavuje kontrolu, ku ktorej bola vztiahnuta Groven proliferacie. Symbol

-+ predstavuje Statisticku vyznamnost’ p < 0,05.

Obriazok 22 Vytvorené kolonie bunkovej linie OVCAR3 na kultivacnej miske. Obrazok A zobrazuje kolonie
bunick OVCAR3 bez ovplyvnenia — kontrola (C). Obrazok B zobrazuje bunky po ovplyvneni roztokom
karboplatiny (CbPt). Obrazok C zobrazuje bunky po ovplyvneni mirinom (M). Obrazok D zobrazuje bunky po
kombinovanom ovplyvneni (CbPt + M).

5.2.4 Hodnotenie rastu OVCAR3 buniek po kombinovanom pésobeni inhibitora

MRE11 mirinu na efekt karboplatiny

Nédorové bunky sa mimo iné charakterizuji aj vel'mi rychlym a nekontrolovatelnym
delenim. Z tohto doévodu sme sa rozhodli hodnotit' efekt ovplyvnenia roztokmi mirinu
a karboplatiny na rast nadorovej bunkovej linie. Rast buniek po ovplyvneni bunkovej
linie 10uM roztokom karboplatiny a hodinovym ovplyvnenim 100uM roztoku mirinu
s naslednym ovplyvnenim 10uM roztoku karboplatiny bol analyzovany metdédou analyzy rastu
a pocitania buniek, na zaklade ktorych bola zostavena rastova krivka (Obr. 23). Samostatny
vplyv karboplatiny a kombinovany vplyv mirinu a karboplatiny bol hodnoteny v Casovej

zévislosti, po 24, 48 a 72 hodinach po ovplyvneni. V ¢ase nasddzania buniek a ich ovplyvnenia
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(Oh) bolo v 1 ml 25000 buniek. Po 24, 48 a 72 hodinach boli bunky spocitané v troch
nezavislych meraniach a tieto hodnoty boli nasledne spriemerované. Zmeny v pocte buniek po
24 a 48 hodinach neboli vel'mi vyrazné. Po 48h nastal pokles v po¢te buniek u kombinovaného
ovplyvnenia. Po 72h doslo oproti kontrole (C) k poklesu aj u samotnej CbPt, no najviac vyrazné
znizenie poctu buniek nad’alej pretrvavalo u kombinovaného ovplyvnenia. To podporuje nasu
hypotézu ohl'adom silnejSieho G¢inku kombinacie roztoku karboplatiny s roztokom mirinom

oproti samostatnému ucinku karboplatiny.
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Obrazok 23 Analyza rastu buniek kontrolnej skupiny buniek (bez ovplyvnenia) a ovplyvnenych buniek
vizualizovana na rastovej krivke. Poéet bunick OVCAR3 po ovplyvneni karboplatinou (10uM ) a kombinaciou

karboplatiny (10uM) a mirinu (100uM) v Case.

5.2.5 Hodnotenie vplyvu posobenia inhibitora MRE11 mirinu na efekt karboplatiny
na poskodenie molekul DNA

Pomocou in vitro metédy Comet Assay sme detegovali jednovlaknové zlomy pritomné
na molekulach DNA v bunkovej linit OVCAR3. Mnozstvo poc¢tu zlomov bolo priamo iimerné
obsahu DNA migrujicej z jadra pri elektroforéze. Pri pozorovani bunky tvarom pripominali
kométy, priCom obsah DNA v ,,chvoste* predstavoval DNA migrujlcu z jadra. V tejto analyze
bol hodnoteny obsah DNA vo ,,chvoste® komét. V ramci tejto metddy sme analyzovali vplyv
samostatného 100uM roztoku mirinu, samostatného roztoku 10uM karboplatiny a vplyv
hodinového ovplyvnenia 100uM roztokom mirinu a naslednym ovplyvnenim 10uM roztokom
karboplatiny. Na zaklade ziskanych dat doslo k miernemu zvySeniu hladiny DNA poskodenia

ovplyvnenych vzoriek oproti kontrole (C), ako zobrazuje Obr.24.

51



OVCAR3

I
N
1

=]
W
1

% DNA vo "chvoste"
=
4 15
1

_I
w

Obrazok 24 Grafické porovnanie mnozstva zlomov na molekulach DNA bunkovej linie OVCAR3 na zaklade
percentualneho obsahu DNA v ,chvoste” komét. Mnozstvo zlomov bolo porovnavané medzi kontrolou (C)

a ovplyvnenymi vzorkami a medzi ovplyvnenymi vzorkami navzajom.

Pomocou proteinovej analyzy a metddy Western blot sme detegovali hladinu proteinu
YH2AX, ktory predstavuje marker dvojvlaknovych zlomov na DNA. Bunkové linia OVCAR3
bola analyzovana po samostatnom ovplyvneni roztokom karboplatiny (10 uM) a po hodinovom
ovplyvneni roztokom mirinu (100 uM) a naslednym ovplyvneni roztokom karboplatiny (10
puM). Po kombinovanom ovplyvneni bola zaznamenané vyssia hladina proteinu YH2AX oproti
kontrole (bunkové linia OVCAR3 bez ovplyvnenia) a samostatnému ovplyvneniu roztokom

karboplatiny (Obr. 25)

C CbPt CbPt+M

- vH2AX

Obrazok 25 Vizualizacia proteinu YH2AX na bunkovej liniit OVCAR3 — kontrola (C) a po ovplyvneni roztokom
karboplatiny (CbPt) a kombinovanom ovplyvneni roztokom mirinu a karboplatiny (CbPt + M).

5.2.6 Hodnotenie vplyvu posobenia inhibitora MRE11 mirinu na efekt karboplatiny

na regulaciu bunkového cyklu

Prostrednictvom metddy prietokovej cytometrie sme po farbeni propidium jodidom
analyzovali pocet buniek v jednotlivych fazach bunkového cyklu. Analyzovali sme bunkova

liniu OVCARS3 48h po ovplyvneni 10uM roztokom karboplatiny, 100uM roztokom mirinu a po
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kombinovanom ovplyvneni mirinom a karboplatinou (hodinové ovplyvnenie 100uM roztokom
mirinu s naslednym ovplyvnenim 10uM roztokom karboplatiny). Ako zobrazuje Obr. 26,
najvyraznejSia akumulacia buniek v S faze bola po kombinovanom ovplyvneni, ¢o znaci
vyrazné poSkodenie DNA. Akumulécia buniek v S fazy a nizky pocet buniek v G2 faze by
mohol znacit, Ze poskodena DNA pretrvava v S faze, a mozeme predpokladat, ze v prechode
do G2 fazy jej brani kontrolny bod. Tento poznatok koreluje s poklesom proliferacie (Obr. 20)

a s poklesom poctu koldnii (Obr. 21) po kombinovanom ovplyvneni.

OVCAR3 OVCAR3I+M
A B
150 150
Z 1004 £ 100
- £
=
o= -
° T e
Z 50 é s0d T
] =] -
] =
= L =
-
oL = Pl 0
GO/G1 § G2/M GO/GI S G2M
Fizy bunkového cyklu Fazy bunkového cyklu
OVCAR3 + CbPt C D OVCAR3 + M + ChPt
1504 1504
9 9
£ 100 £ 100 T
= =
= =
= =
= =
z T
’Z 50 ,% S50 =
2 T = |
- T -
[ e s S =TT
GUGI § G2M GI/GT S G2IM
Fazy bunkového cyklu Fazy bunkového cyklu

Obrazok 26 Grafické znazornenie percentualneho obsadenia buniek v jednotlivych fazach bunkového cyklu. po
ovplyvneni 10uM roztokom karboplatiny (CbPt), po ovplyvneni 100uM roztokom mirinu (M) a kombinovanym
ovplyvnenim 100uM roztokom mirinu a 10uM roztokom karboplatiny (CbPt + M). Graf A. zobrazuje kontrolnu
skupinu OVCAR3 bez ovplyvnenia s najvyssou akumulaciou buniek v G0/G1 faze. Graf B. zobrazuje bunkovu
liniu po ovplyvneni 100uM roztokom mirinu (M) s najvy$Sou akumulaciou buniek v GO/G1 faze. Graf C.
zobrazuje bunkovu liniu po ovplyvneni 10uM roztokom karboplatiny (CbPt) s najvysSou akumulaciou buniek
v GO/G1 féze. Graf D. zobrazuje bunkovu liniu po ovplyvneni 100uM roztokom mirinu (M) a naslednym

ovplyvnenim 10uM roztokom karboplatiny (CbPt) s najvyssou akumulaciou buniek v S faze.
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5.2.7 Hodnotenie vplyvu pésobenia inhibitora MRE11 mirinu na efekt karboplatiny

na expresiu vybranych génov

Vzhl'adom na fakt, Ze karboplatina aj mirin vyrazne ovplyviiuji drahy DNA poskodenia
aoprav, zamerali sme sa na zmenu génovej expresie po ovplyvneni tymito latkami vo
vybranych génoch. Vybrané gény st sucastou drahy HR (Obr.27), ktorej sucast'ou je prave
MRN komplex a NER (Obr. 28), ktord je asociovana s opravou poskodenia, sposobené¢ho
karboplatinou. Analyzu sme doplnili o d’alSie gény (Obr. 29), ktoré su asociované s regulaciou
bunkového cyklu.

Z nasSich vysledkov (Obr.27) vyplyva, Ze vplyvom samotného roztoku mirinu dochadza
k znizeniu expresie génov BRCAI, NBSI, RAD50, RAD51, RAD51A, RAD51D, RADS2,
RAD54L A XRCC3 augénov MREII, RAD5SIL a XRCC2 k zvySeniu génove] expresie.
Vplyvom kombinovaného ovplyvnenia roztokmi mirinu a karboplatiny dochadza k znizeniu
expresie génu RADS50, pricom po ovplyvneni samotnym roztokom karboplatiny bola expresia
tohto génu zvySend. U génov BRCAI, NBSI, RAD51C, RAD51D, RAD51L, RAD52, XRCC2
a XRCC3 dochadza k zvySeniu génovej expresie. Génova expresia génov MREII a RAD51 bola
po kombinovanom ovplyvneni zvySena, zatial’ ¢co po ovplyvneni samotnou karboplatinou bola
znizena. Génova expresia RADS54L bola pri kombinovanom ovplyvneni zvysena oproti ucinku

samotnej karboplatiny.

Homeolégna rekombinacia
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Ovplyvnenie
M
CbPt
CbPt+ M

Fold change

05

BRCA1 MRE11 NBS1 RADS0 RADS1 RADS1c RADS&1d RADS1M RADS2 RADS4| XRCC2 XRCC3
Geény

Obrazok 27 Grafické znazornenie zmeny expresie génov zucastitujucich sa drahy HR.
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Po analyze expresie génov zicastiiujucich sa drahy NER (Obr.28) sme zistili, Ze vplyvom
samotného roztoku mirinu dochadza k znizeniu expresie génov CSA, DDBI, LIG1, RAD23B,
RPAI, RPA2, XPA, XPB, XPC a XPF ajedine u génu DDBI dochadza k zvySeniu génovej
expresie. Vplyvom kombinovaného ovplyvnenia roztokmi mirinu a karboplatiny dochadza
k znizeniu expresie génu RPAI, ktorého expresia je znizend aj po ovplyvneni samotnym
roztokom karboplatiny. U génov CS4, DDBI, DDB2, RAD23B, RPA2, XPC a XPD dochadza
k zvySeniu génovej expresie. Génova expresia génov LIG1, XPA a XPB bola po kombinovanom
ovplyvneni zvySend, zatial’ ¢o po ovplyvneni samotnou karboplatinou bola znizena. Génova
expresia XPD bola pri kombinovanom ovplyvneni znizend oproti ucinku samotnej
karboplatiny.

Excizna oprava nuklectidov
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0.5000

Ovplyvnenie
M
CbPt
CbPt + M

Fold change
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CSA DDB1 DDBE2 LIG1 RAD23b RPA1 RPAZ XPA XPB KPC XPD XPF
Gény

Obrazok 28 Grafické znazornenie zmeny expresie génov zacastiujucich sa drahy NER.

Po analyze expresie génov asociovanych s regulaciou bunkového cyklu (Obr. 29) sme
zistili, Ze vplyvom samotného roztoku mirinu dochadza k zniZeniu expresie génov ATR,
CHEK2 TP53 a TP53BP ajedine ugénu H2AFX dochadza k zvyseniu génovej expresie.
Vplyvom kombinovaného ovplyvnenia roztokmi mirinu a karboplatiny dochadza k zniZeniu
expresie génu CHEK?2, ktorého expresia je zniZzend aj po ovplyvneni samotnym roztokom

karboplatiny. U génov ATR, TP53 a TP53BP dochadza k zvyseniu génovej expresie. Génova
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expresia génu H2AFX bola po kombinovanom ovplyvneni vyrazne zvySena oproti ucinku

samotnej karboplatiny.

Gény asociované s regulaciou bunkového cyklu
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Owplyvnenie
M
ChPt
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Fold change

0.25

ATR  H2AFX CHEK2  TP53  TP&3bpl
Gény

Obrazok 29 Grafické znazornenie zmeny expresie génov asociovanych s regulaciou bunkového cyklu

Po stanoveni génovej expresie vybranych génov sme overovali zmenu proteinovej
expresie po samostatnom ovplyvneni roztokom karboplatiny a po kombinovanom ovplyvneni
roztokom mirinu a karboplatiny. Pre tato analyzu sme si vybrali protein Rad51, ktory je
st¢astou drahy HR, protein YH2AX, ktory je markerom DSBs, a protein p53, ktory je jednym
z hlavnych regulatorov bunkového cyklu. Zmena expresie proteinov zodpovedala zmenam

v expresii prislusnych génov (Obr. 27, 29, 30).

C CbPt CbPt+M C CbPt CbPt+M C CbPt CbPt+M

s o e Rads1 - yH2AX - - e p33

e s GAPDH " s s = GAPDH e wsn Syt sma  CGAPDH

Obrazok 30 Vizualizicia proteinov Rad51, yH2AX a p53 na bunkovej linii OVCAR3 — kontrola (C) apo
ovplyvneni roztokom karboplatiny (CbPt) a kombinovanom ovplyvneni roztokom mirinu a karboplatiny (CbPt +

M).
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53 Vplyv inhibicie MRE11 na bunkovi liniu rezistentni na ucdinok

karboplatiny

Vyvoj rezistencie je jednou z hlavnych prekdzok v lie¢be naddorov. Jednym z hlavnych
mechanizmov, ktoré sa podiel'ajii na vyvoji chemorezistencie, je zvySena oprava chemoterapiou
sposobenych 1ézii (Damia and Broggini, 2019). Nase predoslé vysledky potvrdili inhibi¢ny
efekt mirinu na drdhu HR, ktord opravuje DSBs. Na zdklade tychto vysledkov sme
predpokladali efekt mirinu na zvySenie citlivosti rezistentnej linie nadorovych buniek

OVCARS3 voci karboplatiny prostrednictvom inhibicie drahy HR.
5.3.1 Charakterizacia bunkovej linie zo ziskanou rezistenciou vo¢i karboplatine

Bunkova linia OVCAR3 so ziskanou rezistenciou voci ucinkom karboplatiny bola
vytvorena na Oddeleni molekularnej biolégie nadorov Ustavu experimentalnej mediciny AV
CR v.v.i. Ing. Alenou Opattovou, PhD. a MUDr. Josefom Hordkom na zaklade postupu (Coley,
2004) postupnym zvySovanim koncentracie karboplatiny v kultivaénom médiu. Bunkova linia
bola oznacena CbPt R2.

Oproti parentdlnej bunkovej linii OVCAR3 (Obr. 31 A) sa rezistentna linia CbPt R2
vyznaGuje zmenou morfologie, ako je mozné vidiet na Obr. 31 (B). Dalej bola skimana
odolnost’ voci karboplatine a stanovenim koncentracie IC50 pre karboplatinu, ktora bola oproti

koncentracii IC50 pre karboplatinu parentalnej linie 3,5-krat zvySena (Obr. 32).

Obrazok 31 Fotografie bunkovych linii. Parentalna bunkova linia OVCAR3 (A).Bunkova linia OVCAR3

R2 rezistentna vo¢i karboplatine. Klon ¢islo 2 (B). Zvacésenie 10x0,22.
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Obrazok 32 Grafické znazornenie porovnania medzi hodnotami koncentracie IC50 pre karboplatinu

parentalnej linie (OVCAR3) a pripravenej rezistentnej linie (CbPt R2).

5.3.2 Vplyv posobenia inhibitora MRE11 mirinu na efekt karboplatiny u bunkovej

linie zo ziskanou rezistenciou voc¢i karboplatine

Analyzou bunkového rastu sme hodnotili vplyv karboplatiny, mirinu a hodinového
ovplyvnenia mirinom s néaslednou aplikéciou karboplatiny na pripravenej rezistentnej linii
v ¢asovej zavislosti (Obr. 33). Na zéklade zozbieranych dat sme zistili, Ze linia nie je senzitivna
voc¢i karboplatine, reaguje znizenym poctom buniek po pdsobeni mirinu a vy$§im znizenim

poctu buniek po kombinovanom ovplyvneni.

OVCAR3 (CbPt R2)

150000 —
- C
= CbPt
% 100000 - M
Ei CbPt+ M
=
§ 50000 3
=%
0 1 I | ]
Oh 24h 48h 72h
CEIS

Obriazok 33 Grafické znazornenie bunkového rastu prostrednictvom rastovej krivky. Zobrazenie vplyvu

karboplatiny (CbPt), mirinu (M) a kombinového ovplyvnenia (CbPt + M) na rezistentnl liniu CbPt R2

v Casovej zavislosti.
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6. Diskusia

Karcindm vajeénikov (ovarian cancer, OC) je ochorenie vyznacujice sa najvyssou
mortalitou spomedzi gynekologickych nadorovych ochoreni. Nedavne Stadie zvyraziuju
dodlezitost’ opravy DNA a odpovede na poskodenie DNA (DNA damage response, DDR), ktoré
hraji ulohu v gendomovej nestabilite, ktord sprevadza tumorogenézu a progresiu nadoru.
Spomedzi DDR drah, genomové alterdcie v DNA mutatorovych génoch reprezentuju
vyznamné zmeny, ktoré st genetickym zdkladom mnohych solidnych ndadorov, napr.
karcindbmu vaje¢nikov, karcindému prsnika ¢i kolorektalneho karcinomu (colorectal cancer,
CRC) (Tomasova et al., 2020).

Spociatku je vacsina OC senzitivnych na prvotni liecbu chemoterapeutikami prvej vol'by,
ktorymi su platinové derivaty (cisplatina, karboplatina) (Damia and Broggini, 2019). Avsak, aj
napriek tomu, Ze az u 80% pacientov s OC dochadza k dobrej odozve na prvotnt terapiu, z toho
u takmer 80% z tychto pacientov dochadza k relapsu s rezistenciou voc¢i chemoterapii (Damia
and Broggini, 2019). Na vzniku chemorezistencie sa podiel'a nieckol'’ko mechanizmov. Jednym
z nich su DNA opravné drahy. Vzhl'adom na to, Ze hlavnym ciel'om platinovych derivatov je
DNA, senzitivita/rezistencia na tieto chemoterapeutikd moze byt ovplyviiovana schopnost'ou
buniek rozoznavat’ a opravovat DNA poskodenia spdsobené chemoterapiou (Damia and
Broggini, 2019). Cielenie terapie na DNA reparacné drahy predstavuje moznost zlepSenie
prognozy OC v pripade vzniku chemorezistencie (Gee et al., 2018).

Predkladand diplomova praca vychadza z vysledkov nadobudnutych na Oddeleni
molekularnej biologie nadorov (UEM AV CR, v. v. i.), ktoré boli publikované v ¢lanku
Naccarati et al. a zatial' nepublikovanych vysledkov oddelenia. V publikovanej §tudii bola
analyzovand asociacia polymorfizmov predikovanych miRNA ciel'ovych miest mutatorovych
génov zulastiiujucich sa na oprave dvojvlaknovych zlomov (double strand breaks, DSBs)
s rizikom vzniku CRC (Naccarati et al., 2016). Protein MREI1 je jadrom MRN komplexu,
ktory je sucastou drahy homolognej rekombinacie (HR) (Petroni et al., 2018). Mirin, ako
inhibitor MRE11, blokuje opravu prostrednictvom drahy HR v cicav¢ich bunkach (Dupre ef
al., 2008).

V nédorovych tkanivach bola oproti zdravym tkanivdim spozorovana znizend expresia
génu MREI1 (Tang et al., 2017). Bioinformatickou analyzou z online databazy GEPIA (Tang
et al., 2017) sme dospeli k zisteniu, ze zvySend expresia MREI11 je asociovana s horSim

preZivanim pacientov, ktorym bol diagnostikovany OC. Na zédklade tohto zistenie sme nasledne
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predpokladali, ze inhibicia MREI1 pomocou mirinu, by mohla mat vplyv na senzitivitu
bunkovej linie voci karboplatine a taktiez v ziskanej rezistencii voci karboplatine.

V ramci in vitro funkénych analyz sme sa zamerali na experimentalne overenie vplyvu
inhibicie MRE11 pomocou roztoku mirinu na bunkovu liniu OC — OVCAR3. U¢inok mirinu
vykazoval koncentraéni a casovu zavislost. Po 72 hodinidch doslo k poklesu bunkovej
proliferacie o 85% pri koncentracii 60 uM (p = 0,004). Predpokladame, ze mierny tc¢inok
mohol byt’ spdsobeny dosledkom nizkej Gi¢innosti pouzitej koncentracie roztoku mirinu, ktora
prestavovala hodnotu IC20 pre mirin. Vplyv koncentra¢nej zavislosti mirinu na proliferaciu
nadorovych buniek bol pozorovany aj v praci Ying et al., v ktorej preukazali pokles bunkovej
proliferacie aj bunkového rastu (Ying ef al., 2012).

Ovplyvnenie nadorovych buniek mirinom, ako inhibitorom MRE11, vedie ku akumulacii
replikacného stresu a DNA poskodenia, ktoré mozu viest' k signifikantnému poskodeniu
nadorového rastu in vivo (Bian et al., 2019). Aby sme overili vplyv mirinu na akumuléciu DSBs
po jeho aplikacii na bunky, zistovali sme troven hladiny proteinu YH2AX pomocou proteinove;j
analyzy. Fosforylovana forma histonu H2AX je povazovana za skorti bunkova odpoved’ na
indukciu DSBs a predstavuje vysoko Specificky marker vzniku DSBs (Mah et al., 2010).

Na zéklade nasich nadobudnutych vysledkov sme dospeli k zaveru, Ze aplikacia roztoku
mirinu na bunky OC vedie k zvySeniu hladiny yYH2AX, a teda ku akumulacii DSBs, ¢o je
v zhode s naSou hypotézou, a preto predpokladdme, Ze mirin by mohol sposobovat’ citlivost’
buniek OC voci karboplatine. ZvySenu hladinu YH2AX pozorovali aj Petroni et al., v ich
pripade §lo o analyzovanie buniek neuroblastomu (Petroni et al., 2018).

V klinickej praxi sa Castokrat vyuziva kombinovand terapia (sucasné podavanie dvoch
a viac chemoterapeutickych latok). Vyuzitie kombinovanej terapie (karboplatina a chemicky
agens) dochadzalo k zvySeniu preZivania bez progresie (progression free survival, PES)
u pacientov senzitivnych na platinové derivaty. U pacientov vyznacujucich sa rezistenciou voci
platinovym derivatom bolo tiez evidované zvySenie PFS po kombinovanej terapii (Matulonis
et al.,2016). Viac nez 50% high-grade ser6znych karcindmov vajecnikov (High-grade Serous
Ovarian Cancer, HGSOC), ktoré predstavuju az 80% z epitelidrnych OC, sa vyznacuji
defektnou drahou HR, ktora predstavuje zaklad senzitivity OC na platinové derivaty (Damia
and Broggini, 2019). Preto bolo d’alSim cielom nasej prace definovat’ efekt inhibicie drahy HR
na senzitivitu buniek OVCAR3 vo¢i karboplatine. V prvej faze naSich experimentov sme
preukdazali G¢inok roztoku mirinu na vznik DNA poskodenia v bunkdch OVCAR3. Nasledne
sme presli k experimentdlnemu definovaniu ucinku inhibicie MRE11 pomocou mirinu na

citlivost’ vo¢i karboplatine. V naSich experimentoch sme preukézali, Ze po kombinovanom
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ovplyvneni buniek doslo k znizeniu proliferacie v porovnani s i¢inkom samotnej karboplatiny.
Hodnotenim dlhodobého prezivania sme zistili, ze pri kombinovanom ovplyvneni dochadza
k poklesu poctu kolonii o ~ 63%. Po samostatnom ovplyvneni roztokom karboplatiny bol
pokles o ~ 40%. Zhou et al. vo svojej $tadii analyzovali u¢inok karboplatiny v koncentracnej
zavislosti na bunkdch OVCAR3 (Zhou et al., 2018). Vo svojej praci zaznamenali znizenu
proliferaciu buniek po aplikécii karboplatiny. Po porovnani ich vysledkov s nasimi vysledkami
ucinku kombinovaného ovplyvnenia bunieck OVCAR3 sa inhibicia drahy HR, ktora predchadza
ovplyvneniu buniek karboplatinou, vyznacuje efektivnejsim G¢inkom na proliferaciu buniek.
Existuje niekol'ko individudlnych §tadii, ktoré potvrdzuju senzibilizujici uc¢inok mirinu na
nadorové bunky voci genotoxickym latkam. Podl'a nasho vedomia sa ziadna z publikovanych
Studii nevenovala u¢inku mirinu na bunky karcindbmu vaje¢nikov voci karboplatine, a preto
verime, Ze nase vysledky st prvymi, ktoré boli nadobudnuté v tejto oblasti. Vo svojej praci
Berte et al. testovali senzibilizujuci G¢inok mirinu na nddorové bunky maligneho gliomu voci
lomustinu, ktory cieli na DNA a v bunkéch zvysuje apoptdzu a nekrézu. Ich data naznacuju, ze
farmakologicka inhibicia drdhy HR predstavuje rozumnu stratégiu pre vylepSenie
protinadorového ucinku lomustinu (Berte ef al., 2016). Ovejero-Sanchez testoval spolocny
ucinok mirinu s d’al§im chemickym agensom na bunkach OC (Ovejero-Sanchez ef al., 2021).
V pripade tejto Stadie bol testovany mirin v kombinacii s chloroquinom, pri¢om u tejto
kombinécie bol pri bunkovych linidch A2680, SK-OV-3 a IGROV-1 zisteny synergicky efekt.
Kombinovanym ovplyviiovanim néadorovych buniek mirinom a platinovym derivatom
(cisplatina) sa zaoberali aj Kim ef al. vo svojej praci. V ramci svojich experimentov sktimali
efekt kombinovaného ovplyviiovania mirinu a cisplatiny na prezivanie nadorovych buniek
obli¢iek HEK293 (Kim et al., 2015b). Nadorové bunky boli najprv po dobu jednej hodiny
ovplyvitlované 100uM roztokom mirinu a nasledne ovplyvnené 25uM roztokom cisplatiny.
Kombinované ovplyvnenie viedlo kzniZenému prezivaniu buniek HEK293 oproti
samostatnému ovplyvneniu roztoku cisplatiny. Na zaklade naSich vysledkov a vysledkov
ziskanych z publikacie (Kim et al, 2015b) je mozné predpokladat efektivnejsi Ucinok
platinovych derivatov na nadorové bunkové linie po predchadzajticej inhibicii drahy HR.

Z nami nameranych hodndt taktiez vyplyva, Ze dochadza v vyraznejSiemu poklesu
bunkového rastu po kombinovanom ovplyvneni nez po samostatnom ovplyvneni
karboplatinou, o je v sulade s naSim predpokladom, ze akumulécia poSkodenia po aplikacii
mirinu, vedie k zvySenej citlivosti buniek na karboplatinu.

Preto sme sa nasledne zamerali na analyzu poSkodenia DNA v bunkdch OVCAR3

detekciou zlomov v molekulach DNA. Analyza prebiehala pomocou in vitro Comet Assay,
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ktord sa zameriava na detekciu jednovldknovych zlomov (single strand breaks, SSBs).
Poskodena DNA sa nachédza prave v ,,chvostovej“ (tail) Casti kométy a do vysledkov sme
zahtnali percentualne zastipenie poskodenej DNA. Nase vysledky ukazali mierny, Statisticky
nesignifikantny, narast SSBs po kombinovanom ovplyvneni roztokmi mirinu a karboplatiny
oproti samostatnému ovplyvneniu roztokom karboplatiny. V stadii Unger et al. bol testovany
ucinok karboplatiny na bunkach OC na akumulaciu poskodenia DNA prostrednictvom in vitro
Comet Assay. Ovplyviiovanie buniek roztokom karboplatiny vykazovalo zvysenie poSkodenia
DNA ~ 80% (Unger et al., 2009). DSBs zlomy na DNA boli analyzované pomocou metody
Western blot detegovanim hladiny proteinu YH2A X, ako markeru DSBs. Po inhibicii drahy HR
pomocou mirinu a naslednou aplikaciou karboplatiny sme namerali vys$Siu hladinu proteinu
YH2AX v porovnani so samostatnym ovplyvneni roztokom karboplatiny, tak ako sme
predpokladali. Protinadorovym mechanizmom karboplatiny je tvorba krizovych vézieb
(intravlaknové, intervlaknové) (Hah ef al., 2006) , ktoré st podobne ako DSBs metdédou Comet
Assay tazko detekovatelné (Collins, 2004). Preto predpokladdme, ze sme zaznamenali vySsi
efekt na akumulaciu poSkodenia v rdmci proteinovej analyzy hodnotenim hladiny proteinu
YH2AX ako v rdmci metody Comet Assay.

Ako uz je zname, poskodenie DNA vedie k spusteniu DDR drah, ktoré mozu ovplyvnit’
regulaciu bunkového cyklu, aby bola zachovana stabilita genomu. DNA poskodenie méze viest’
aj k zastaveniu bunkového cyklu, na ¢om sa podielaji kontrolné body v urcitych fazach
bunkového cyklu (Visconti ef al., 2016). Po zisteni vplyvu roztokov mirinu a karboplatiny na
obsah poSkodenej DNA v bunkach sme sa zamerali na analyzu vplyvu inhibitora MRE11
a platinového derivatu na regulaciu bunkového cyklu ana zmeny v jednotlivych fazach
bunkového cyklu. Po ovplyvneni buniek OVCAR3 roztokom karboplatiny doslo k akumulacii
buniek v GO/G1 faze (79%). Tento vysledok je v sulade so §tidiou, na ktorej pracoval Zhou et
al.. Ovplyviiovanim buniek OVCAR3 roztokom karboplatiny (20 uM) a naslednou analyzou
regulacie bunkového cyklu dospel k zaveru, Ze sa najviac buniek akumuluje v GO/G1 féaze
(80%) (p = 0,05) (Zhou et al., 2018). Podobné vysledky vySli po ovplyvilovani buniek
karcinomu mocového mechura roztokom karboplatiny (IC50 =283,3 uM). Nadpolovi¢na
vacsina buniek ovplyvnenych roztokom karboplatiny bola akumulovana v S faze (53,4%).
Podrla autorov doslo ku akumuldcii buniek v S faze z dovodu zniZenej expresie cyklinu E a B
(Wang et al., 2010). Samostatny ucinok roztoku mirinu v naSich experimentoch viedol ku
akumulécii buniek v G0/G1 faze (50%) a G2/M faze (10%). Dupre ef al. po ovplyvneni buniek
U20S 100uM roztokom mirinu a oZiarenim 10 Gy dosiahol najvyssiu akumuléaciu v G2/M faze

(50%) a20% v G1 faze. Vo svojej praci vysvetl'uje, ze vplyvom mirinu v bunkach U20S
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dochadza k zruSeniu ziarenim indukovanému kontrolnému bodu, ¢im dochadza k akumulacii
buniek v G2 faze. V porovnani s vysledkom po kombinovanom ovplyvneni roztokmi mirinu
a karboplatiny doSlo k vyraznej akumulacii buniek v S faze, pricom v G2/M faze sa
nenachadzali takmer Zziadne bunky.

Vzhl'adom na inhibi¢ny Gi¢inok mirinu na drahu HR (Dupre et al., 2008) a asociaciu drahy
NER na opravu poSkodenia, spdsobeného karboplatinou, a nami nameranej akumulacie DSBs,
sme sa v d’alSej faze experimentov sustredili na analyzu zmeny expresie génov, ktoré su
sucastou prave tychto reparacnych drah (Bowden, 2014). V suvislosti s vysledkami analyzy
bunkového cyklu sme naSu analyzu doplnili gény, ktoré st asociované s jeho reguléciou.
Mechanizmus t¢inku mirinu spociva v inhibicii exonukle4dzovej aktivity MRE11. Konkrétne
zabranuje aktivacii ATM v bunkovej odpovedi na DSBs a blokuje tak HR drdhu (Dupre et al.,
2008). ATM kinéza je zodpovedana za fosforylaciu niekolkych substratov, medzi ktoré patri
p53, CHK2, NBS1 a BRCAI, ktoré spolu koordinuju zastavenie bunkového cyklu a opravu
DNA (Dupre et al., 2008). V naSej analyze jeho expresie, po posobeni roztokov mirinu
a karboplatiny, u naddorovych buniek OVCAR3 bola expresia MREII zvySena. Na zaklade
mechanizmu u¢inku, predpokladdme, Ze mirin nevplyva na génovu expresiu MRE 1 a inhibuje
iba jeho aktivitu (Shibata et al., 2014). K zvyseniu expresie mohlo taktiez dojst’ v snahe bunky
o opravu vyvolanej inhibicie (Ilan, 2020). Vyhodnotenim nasej qPCR analyzy sme zistili
znizen expresiu u vSetkych génov asociovanych s mechanizmom u¢inku mirinu, ¢o je v stilade
s vysSie spomenutym poznatkom. Na druhu stranu, po ovplyvneni roztokom karboplatiny sme
zaznamenali zvySenie expresie génov zucastiiujucich sa HR dréhy, okrem génov MREI]
aRADS51. MREL11 je jednym z reparacnych proteinov, ktoré s regrutované v odpovedi na
DNA poskodenie. Lee et al. predpokladaji, Ze jeho oneskorend expresia po ovplyvneni
karboplatinou by mohla znamenat’, Ze bunka sa snazZi o syntézu MRE! I de novo ako odpoved’
na pritomnost DSBs (Lee et al., 2015). Gén RADS51 kéduje vysoko konzervovany protein
RADSI1, ktory katalyzuje opravu DNA prostrednictvom drahy HR. ZniZena expresia RADS51
teda vedie k zniZenej expresii proteinu RADS51 v drdhe HR. ZniZend funkcia RADS1 moze
viest’ bud’ k predispozicii k nddorovému ochoreniu, alebo — v pripade, Ze nadorové ochorenie
je u pacienta uz pritomné — k fenotypu, ktory je chemo- a radiosenzitivny (Gachechiladze et al.,
2017; Owen et al., 2019). Génova expresia RADS51 bola po ovplyvneni roztokom karboplatiny
zniZzena aj v §tadii Schoch et al. nadorovych buniek obli¢iek A498. Ako sme uz spominali,
DNA poskodenie spdsobené roztokom karboplatiny je opravované primarne drahou NER.
Kolektiv autorov sa pri svojich experimentoch na nadorovych bunkach obliciek A498

platinovymi derivatmi zamerali aj na DNA reparacné drahy. St€astou ich Studie bolo aj zistenie
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zmeny génovej expresie po ovplyvneni roztokom karboplatiny (50 uM) génov DBBI (znizend),
DBB2 (mierne znizend), XPA (znizend) a XPC (mierne znizend), ktoré sa zucastnuju NER
drahy. Gén XPC je jednym z cielovych génov TP53. V uvedenej praci predklada, ze génova
expresia XPC je jednym z cielovych génov 7P53, a teda ak ddjde k znizeniu expresie TP53,
dojde k znizeniu aj génu XPC (Schoch ef al., 2020). Obdobné vysledky expresie tychto génov
sme dosiahli aj my v predkladanej diplomovej praci. V naSich vzorkach doslo po ovplyvneni
karboplatinou k znizeniu génovej expresie u oboch tychto génov. V naSej prace sme
najvyraznejSiu zmenu v expresii zaznamenali pri RPAI. Génova expresia bola znizena
u vSetkych troch typov ovplyvnenia, ale pri samostatnom roztoku karboplatiny bolo znizenie
najvyraznejSie. Pri skimani RPA ako determinantu cisplatinovej rezistencie buniek vajecnikov
(Belanger ef al., 2018) zistili, Ze nizka expresia RPA by mohla reprezentovat’ senzitivitu buniek
vajecnikov voci cisplatine. Ked'Ze karboplatina ma obdobny mechanizmus uc¢inku ako
cisplatina, domnievame sa, Ze nizka expresia RPA v ramci naSich experimentov mohla
poukazovat' na senzitivitu buniek voci karboplatine. Ako uz bolo spominané, ddlezitym
markerom DSBs je protein YH2AX, ktory je kodovany génom H2AFX. Expresia H2AFX je
signifikantne (p = 0,001) upregregulovana u primarnych aj rekurentnych pripadoch OC (Saravi
etal.,2020). V ramci nasej diplomovej prace sme detegovali zvySenie génovej expresie H2AFX
po ovplyvneni roztokom mirinu a karboplatiny a najvyraznejsi efekt bol zaznamenany po
kombinovanom ovplyvneni buniek. To sthlasi s naSimi vysledkami analyzy poSkodenia DNA
atiez expresiou proteinu YH2AX. Prvotné ovplyvnenie bunkovej linie OVCAR3 mirinom
a zablokovanie HR drahy s naslednym ovplyvnenim karboplatinou zvySuje poSkodenie DNA
a zaroven expresiu YH2AX vyraznejSie nez samostatné ovplyvnenia roztokmi mirinu
a karboplatiny, ¢o naznaCuje zvySovanie citlivosti buniek voc¢i karboplatine na zaklade
akumulacie DSBs.

Je vSeobecne zndme, Ze rezistencia voci lieCebnym agensom je jednym z najvacSich
problémov v lie€be nadorov. Existuje niekol'’ko mechanizmov, ktoré sa podielaju na vyvoji
chemorezistencie, vratane zvysSenej opravy chemoterapiou sposobenych 1ézii (Damia and
Broggini, 2019). Posledna cast’ prace bola venované charakterizacii bunkovej linie OVCAR3
CbPt R2, rezistentnej voci karboplatine. Rezistentna linia sa vyznacovala 3,5-krat vySSou
hodnotou koncentracie IC50 nez senzitivna linia. Po vykonani rastovej analyzy sme zistili, Ze
samostatny roztok karboplatiny nemal takmer ziaden vplyv na rast buniek, o bol nas
ocakavany vysledok. Nadory s poruchami HR sa vyznacuji vys$§im stupiiom chromozomalnej
nestability a nie si schopné opravovat DSB, podporujuc senzitivitu na platinové derivaty

(Damia and Broggini, 2019). Z tohto dovodu sme na bunky aplikovali roztok mirinu, ktory
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inhiboval drahu HR, a vysledkom bolo, Ze uz samostatny vplyv roztoku mirinu na bunky
OVCAR3 CbPt R2 bol vyznamnejsi. NajvyznamnejSie vysledky sme vSak dostali po
kombinovanom ovplyvneni rezistentnej linie roztokmi mirinu (inhibicia drahy HR)
a karboplatiny. Nase nadobudnuté vysledky vykazuju sl'ubny potencial a predkladana praca
pontika nové moznosti pochopenia mechanizmov rezistencie v OC, ktoré verime Ze objasnime
v nadvézujucich experimentoch, ktoré budu v danej problematike pokracovat’.

Na zaklade naSich zozbieranych dat a porovnania s publikovanymi vysledkami
usudzujeme, ze prvotné blokovanie HR drahy aplikéciou inhibitora proteinu MRE11 (mirinu)
anaslednou aplikaciou karboplatiny zvySuje citlivost voc¢i karboplatine a mohlo by to
naznacovat nové ciele vramci terapie OC. Z predlozenych vysledkov je zrejmé, ze
kombinované ovplyviiovanie ma signifikantnej$i efekt na nadorové bunky senzitivne aj
rezistentné voci karboplatine nez samostatné ovplyviiovanie. Dané problematika bude nad’alej
skimana na Oddeleni molekularnej biologie nadorov (UEM AV CR, v. v. i.). Vysledky
experimentov nam prinesu viac informacii ohladom mozného vyuzitia kombinovaného
ovplyvilovania roztokmi mirinu a karboplatiny v lie€be OC. Zaroveil verime, Ze nase poznatky
prispeju k porozumeniu mechanizmov spojenych s odpoved’ou na liecbu aso vznikom

rezistencie, ako aj k potencialne lepsej terapeutickej odpovedi v liecbe OC.
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7.Zaver

Predlozena diplomova praca sa zaobera vplyvom DNA reparacnych drah na
chemoterapeuticki  terapiu  karcinomu  vajeCnikov ana vznik rezistencie  voci
chemoterapeutikdm. V ramci praktickej Casti sa praca zaoberala vplyvom inhibicie drahy
homolognej rekombinacie (HR) pomocou MREI1 inhibitora mirinu na citlivost voci
karboplatine u senzitivnej nadorovej bunkovej linii a taktiez u nadorovej bunkovej linii so

ziskanou rezistenciou voci karboplatine.
Kladené ciele boli splnené a v ramci nasej prace sa nam podarilo:

o bioinformatickou analyzou zistit’ asociaciu medzi zvySenou expresiou MREI11
a hor§im prezivanim pacientiek s diagnostikovanym karcinomom vajec¢nikov,

o in vitro funkénou analyzou preukdzat’ vplyv inhibicie drdhy HR na zniZenu
bunkovu proliferdciu a bunkovy rast nadorovych buniek v koncentracnej a ¢asovej
zavislosti. Taktiez sme zaznamenali zvySeni akumuldciu DNA poskodenia
nadorovych bunkach, ktorym bola inhibovana draha HR,

o in vitro funk¢nou analyzou dospiet’ k zaveru, ze prvotnd inhibicia drahy HR
pomocou roztoku mirinu vedie k zvySenej citlivosti nddorovych buniek voci
ucinkom karboplatiny,

. in vitro funkénou analyzou zaznamenat citlivost’ vo¢i u¢inkom karboplatiny po
inhibicii drahy HR pomocou roztoku mirinu u nadorovej bunkove;j linii so ziskanou

rezistenciou.

Z predkladanych vysledkov usudzujeme, ze prvotné blokovanie drahy HR
prostrednictvom inhibitora MREI1 (mirinu) vedie k zvySeniu citlivosti vo¢i w¢inkom
karboplatiny u senzitivnych nadorovych buniek aj unédorovych buniek so ziskanou
rezistenciou voc¢i karboplatine. Verime, Ze blokovanie drahy HR v kombinovane;j terapii by
v budtcnosti mohlo predstavovat novy ciel terapie karcinomu vajecnikov, ¢i uz u senzitivneho

alebo rezistentného voci karboplatine.
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Tabulka P1: Stadia OC podla American Cancer Society (2018). Klasifikdcia TMN systémom, pri¢om T predstavuje
velkost’ nadoru, N rozirenie do lymfatickych uzlin a M metastazovanie do okolitych tkaniv. Daliie kategorie, ktoré
neboli spomenuté v tabul’ke sti: TX (hlavny naddor nemdze byt’ posudeny vzhI'adom na nedostatok informacii), TO (bez
dokazu primarneho nadoru) a NX (okolité lymfatické uzliny nemoézu byt posidené vzhI'adom na nedostatok informacii).

AJCC | Stadium | FIGO Opis $tadia
I Tl I Nador je lokalizovany len vo vajeéniku (alebo vaje¢nikoch) alebo
vajcovodoch (T1).
NO
Nédor nie je rozsireny do okolitych lymfatickych uzlin (NO) alebo
MO distalnych tkaniv (MO).
IA Tla IA Néador lokalizovany v jednom vaje¢niku a je upevneny v jeho vnutri;
alebo: nador sa
NO nachadza vo vnutri len jedného vajcovodu. Nador sa nenachddza na
vonkajSom povrchu ani vaje¢nika, ani vajcovodu. Nadorové bunky sa
MO nenachadzajt v tekutine (ascity) alebo vyluckov z brusnej alebo panvove;j
dutiny (T1a).
Nador nie je rozsireny do okolitych lymfatickych uzlin (NO) alebo
distalnych tkaniv (MO0).
1B T1b 1B Nador je lokalizovany v oboch vaje¢nikoch alebo vajcovodoch, ale nie na
ich vonkajSom povrchu. Nadorové bunky sa nenachadzaji v ascitoch
NO alebo vyluckoch z brusnej alebo panvovej dutiny (T1b).
MO Nédor nie je rozsireny do okolitych lymfatickych uzlin (NO) alebo
distalnych tkaniv (MO0).
IC Tlc IC Néador je vjednom alebo oboch vajecnikoch, alebo vajcovodoch a ani

jedno z nasledujtcich charakteristik nie je pritomné:

e Tkanivo (kapsula), obklopujuce nador, je prasknuté nasledkom

NO operacie, ¢o by umoziovalo nadorovym bunkam preniknut’ do

brusnej alebo panvovej dutiny (tzv. chirurgicky unik). Toto

Stadium sa nazyva IC1.

MO e Nador sa nachadza na vonkajSom povrchu aspon jedného
z vajeCnikov alebo vajcovodov alebo prasknutie kapsuly este
pred operéciou (uvol'nenie nadorovych buniek do brusnej alebo
panvovej dutiny). Toto $tadium sa nazyva IC2.

e Nadorové bunky su pritomné v ascitoch alebo vyluckoch
z brusnej alebo panvovej dutiny. Toto Stadium sa nazyva IC3.
L]

Nador nie je rozsireny do okolitych lymfatickych uzlin (NO) alebo

distalnych tkaniv (MO0).

11 T2 11 Nador je pritomny v jednom alebo oboch vajeénikoch alebo vajcovodoch
a rozsiril sa do okolitych organov (maternica, mocovy mechur, esovita
NO kl'uc¢ka hrubého cEreva, konecnik) v panve alebo je pritomna primarny
peritoneélny nador (T2).
MO
Nador nie je rozsireny do okolitych lymfatickych uzlin (NO) alebo
distalnych tkaniv (MO0).
1A T2a IIA | Nador sa rozsiril apresiel do maternice alebo vajcovodu, alebo
vajecnikov (T2a).
NO

Nador nie je rozsireny do okolitych lymfatickych uzlin (NO) alebo
MO distalnych tkaniv (MO).
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1B T2a 11B Nédor je pritomny na vonkajSom povrchu alebo vréstol do blizkych
organov v panvovej dutine ako je mocovy mechur, esovitd klucka
NO hrubého ¢reva alebo kone¢nik (T2b).
Nador nie je rozsireny do okolitych lymfatickych uzlin (NO) alebo
MO distalnych tkaniv (MO).
IIA1 | TI alebo IITA | Nador je pritomny v jednom alebo oboch vajecnikoch alebo vajcovodoch,
T2 alebo je pritomny primarny peritonealny nador (T1) a moze byt rozsireny
alebo vrasteny do blizkych okolitych organov v panvovej dutine (T2).
NI nador je rozsireny len do retroperitonealnych (panvovych a/alebo para-
aortickych) lymfatickych uzlin.
MO
Nador nie je rozsireny do distalnych tkaniv (MO).
111A2 T3a IIIA2 | Nador je pritomny v jednom alebo oboch vaje¢nikoch alebo vajcovodoch,
alebo je pritomny primarny peritonedlny nador a je rozSireny alebo
NO alebo vrasteny do organov v panvovej oblasti. Nador nie je v brusnej dutine
N1 (mimo panvovej dutiny) pocas operacie viditelny vol'nym okom , ale
pocas laboratérnych vysetreni je mozné zachytit malé vrstvy nadoru
MO v ohraniceni brusnej dutiny.
Néador moéze no nemusi byt rozSireny do retroperitonealnych
lymfatickych uzlin (NO alebo N1), ale nie je rozsireny do distalnych
tkaniv (MO).
111B T3b IIIB | Nador je pritomny v jednom alebo oboch vaje¢nikoch alebo vajcovodoch,
alebo je pritomny primarny peritonedlny nador a je rozSireny alebo
NO alebo vrasteny do organov v panvovej dutine. Vrstvy nadoru su dostato¢ne
N1 vel’ké na to, aby boli zachytené okom chirurga, ale v priemere nie si
vacsie nez 2cm (T3b).
MO
Nador moéze no nemusi byt rozSireny do retroperitonealnych
lymfatickych uzlin (NO alebo N1), ale nie je rozsireny do distalnych
tkaniv (MO0).
Imc T3c IIIC | Nador je pritomny v jednom alebo oboch vajecnikoch alebo vajcovodoch,
alebo je pritomny primarny peritonedlny nddor a je rozsireny alebo
NO alebo vrasteny do organov v panvovej dutine. Vrstvy nadoru su v priemere
N1 vacsie ako 2cm a mozu sa nachadzat’ na vonkajSom povrchu (kapsula)
pecene alebo sleziny (T3c).
MO
Nador moéze no nemusi byt rozSireny do retroperitonealnych
lymfatickych uzlin (NO alebo N1), ale nie je rozsireny do distalnych
tkaniv (MO0).
IVA Ziadne T | IVA | Nadorové bunky st pritomny v tekutine obkolesujtcej pI'ica (tzv. zhubny
pleuradlny vytok) bez pritomnosti nadoru v ostatnych oblastiach ako je
Ziadne N pecen, slezina, ¢revo alebo lymfatické uzliny mimo brusnej dutiny (M1a).
Mla
IVB Ziadne T | IVB | Nédor je rozsireny do vnitra sleziny alebo pecene, do lymfatickych uzlin
mimo retroperitonealnych uzlin, a/alebo do ostatnych orgénov alebo
Ziadne N tkaniv mimo peritonealnej dutiny ako st pl'ica ¢i kosti (M1b).
Mlb

II



