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Souhrn

Karcinom ovarii je heterogenni skupinou onemocnéni zpravidla epitelidlniho
puvodu. Naprosta vétsSina diagnostikovanych ptipadii je tzv. high-grade serdzni karcinom,
ktery tvoti ptes 80 % vSech odhalenych ptipadi. Karcinom ovarii je jednou z nejcastéjSich
pricin umrti zen na gynekologické malignity. Hlavnimi pfi¢inami vysoké umrtnosti je
diagnostika onemocnéni az v pozdéjSich fazich onemocnéni z divodu dlouhodobého
bezptiznakovému pribéhu. Druhou dilezitou pfi¢inou je rozvoj mnohocetné rezistence
k podévané 1écbé, kterd je stile u vétSiny pacientek zaloZena na kombinaci paklitaxelu
a platinovych derivatl — cisplatina ¢i karboplatina. Toto jsou jedny z diivodd, které motivuji
védce k hledani novych biomarkert, které by mohly pomoci odhalit onemocnéni v brzkych
stadiich, nebo sledovat uspésnost 1é¢by a predpoveédét rozvoj rezistence. Molekularni
charakterizace nadorovych onemocnéni obecné muize také objevit nové terapeutické cile.
Rozvoj rezistence, k jiz existujicim 1éciviim podnécuje sméfovani védet k ptipravé novych
1é¢iv, které by byly zejména G¢inné proti jiz rezistentnim nadortim.

Hlavnim cilem ptedkladané prace bylo rozsitit informace o molekularnim profilu
karcinomu ovarii, odhalit prognostické a prediktivni molekularni biomarkery ovaridlniho
karcinomu a identifikovat geny hrajici roli ve vzniku a rozvoji mnohocetné lékové
rezistence. Dal$im nemén¢ dulezitym cilem prace bylo studium uc¢innost novych taxanovych
derivati — tzv. Stony Brook taxanl potencidlné tcinnych v terapii rezistentnich forem
nadort.

Pfi studiu molekularniho profilu ovaridlniho karcinomu byla zjiSténa souvislost
expresnich hladin membranovych ABC transportéri, hrac¢lt v rozvoji rezistence, se
specifickou citlivosti na podavanou chemoterapii. Konkrétn€ senzitivni status vici
chemoterapii a delSi doba do progrese byly spojeny se snizenou expresi ABC transportérti —
ABCC4, ABCCI10, ABCD3, ABCEI, ABCFI, ACBF2 a ABCF3. Oproti tomu rezistentni
status k chemoterapii byl spojen se zvySenou expresi ABCBI, ABCGZ2 a snizenou expresi
ABCBI 1. Pacientky s timto expresnim profilem rychleji progradovali.

Komplexni analyza molekuldrniho profilu (expresni, metylaéni profil a geneticka
variabilita) DNA reparac¢niho systému ukazala zajimavé kandidaty pro dalsi studie v rozvoji
rezistence k taxantim a platinovym derivatim. Analyza odhalila vzdjemny vztah genli XPC-
PRKDC-FAAP20 a BRCAI-RAD9YA-RBBPS ve spojitosti s odpovédi na chemoterapii.
Taktéz vyssi hladina metylace genu RADS50 byla pozorovana u pacientek s rezistentnim

statusem na chemoterapii. Pfitomnost somatickych mutaci v genech XPC a PRKDC



signifikantné zhorSovala celkové pfezivani pacientek. Mimo jiné s pfitomnosti
peritonealnich metastadz byla spojena vyssi exprese genu DUT. High-grade ser6zni subtyp
byl spojen s vy$sim vyskytem mutaci v genu 7P53, oproti ostatnim subtypim karcinomu
ovarii.

V druhé ¢asti prace zamétené na nova experimentalni 1é¢iva byla analyzou ucinnosti
novych taxanovych derivatd, at’ druhé (SB-T-1214 a SB-T-1216), tak zejména tieti generace
(SB-T-121402, SB-T-121605, SB-T-121606) zjisténa vyssi efektivita oproti paklitaxelu
v in vitro modelu karcinomu ovarii. V porovnani s paklitaxelem nové taxany skoro vice jak
50x indukovaly zastavené bun¢k v G2/M fazi bunétného cyklu a jejich intracelularni
koncentrace také byla vyrazné vyssi v porovnani s paklitaxalem. Nejstabilnéjsi efekt byl
pozorovan u taxani SB-T-121605 a SB-T-121606. Efektivita SB-T-121605 a SB-T-161605
byla pozorovana rovnéz v in vivo modelu rezistentniho karcinomu ovarii, kde jejich aplikace
vedla ke zpomaleni ristu naddorti a u vyssi koncentrace SB-T-121606 (3 mg/kg) v kombinaci
s paklitaxelem i ke zmenseni velikosti nadoru.

Z dal$ich kandidatnich molekul se jako nejslibnéjsi kandidat pro dalsi detailné;si
studie ukazal byt CPS1 (carbamoyl-phosphate synthase 1), mitochondridlni enzym uc¢astnici
se mocovinoveého cyklu. Exprese CPS1 byva Casto zvySena v nadorové tkani a zejména
u rezistentnich nadorti. V nasi studii byla vysoka exprese CPS! ve vzorcich nadorové tkané
karcinomu ovarii signifikantn€ asociovana s krat§im ¢asem do progrese pacientek, mohl by
teda byt potencidlné vyuZzit jako prognosticky biomarker. Exprese CPS1 byla navic
ovlivilovana poddvanim taxanl.. Na naSich in vitro a in vivo rezistentnich modelech
karcinomu ovarii dochazelo k signifikantnimu snizeni exprese CPS1 po podani novych
taxanovych derivatl tfeti generace — SB-T-121605 a SB-T-121606.

Molekularné-genetické analyzy odhalily kandidatni molekuly zftady ABC
transportériic a DNA repara¢niho systému pro detailngjsi studie jejich funkce v rozvoji
mnohocetné 1ékové rezistence. In vitro a in vivo experimenty ukéazaly ucinnost novych

taxanovych derivatli v modelu paklitaxel rezistentniho karcinomu ovarii oproti paklitaxelu.

Kli¢ova slova: karcinom ovarii, mnohocetna lékova rezistence, biomarker, léCebna

odpoveéd’, taxany



Summary

Ovarian carcinoma is a heterogeneous group of diseases usually of epithelial origin.
The vast majority of diagnosed cases are high-grade serous carcinomas, which account for
over 80% of all cases. Ovarian carcinoma is one of the most common causes of death
in women from gynecological malignancies. The main cause of high mortality is diagnosis
of the disease in late stages due to the long-term asymptomatic course. The second important
cause is the development of multidrug resistance to the administered treatment, which is
in the case of ovarian carcinoma patients still mainly based on a combination of paclitaxel
and platinum derivatives - cisplatin or carboplatin. These are some of the reasons that
motivate scientists to search for new biomarkers, which could help detect the disease in early
stages, or monitor the success of treatment, and predict the development of resistance.
Molecular characterization of cancer in general may also reveal new therapeutic targets.
The development of resistance to already existing drugs stimulates the direction of scientists
to prepare new drugs that would be especially effective against already resistant tumors.

The main aim of the presented theses was to expand information on the molecular
profile of ovarian carcinoma, to reveal prognostic and predictive molecular biomarkers
of ovarian carcinoma and to identify genes that play a role in the development of multidrug
resistance. Another important aim of the work was to study the efficacy of new taxane
derivatives - the Stony Brook taxanes, potentially effective in the therapy of resistant tumors.

During the study of the molecular profile of ovarian carcinoma, a connection was
found between the expression levels of membrane ABC transporters, players in the
development of resistance, and specific sensitivity to administered chemotherapy.
Specifically, chemotherapy-sensitive status and longer time to progression were associated
with reduced expression of ABC transporters — ABCC4, ABCC10, ABCD3, ABCEI, ABCF1,
ACBF2, and ABCF3. In contrast, chemotherapy-resistant status was associated with
increased expression of ABCBI, ABCG2 and decreased expression of ABCBI I. Patients with
this expression profile progressed faster.

A comprehensive analysis of the molecular profile (expression, methylation profile,
and genetic variability) of the DNA repair system showed interesting candidates for further
studies in the development of resistance to taxanes and platinum derivatives. The analysis
revealed the interaction of XPC-PRKDC-FAAP20 and BRCAI-RADYA-RBBPS8 genes
in connection with response to chemotherapy. A higher methylation level of the RAD50 gene

was also observed in patients with chemotherapy-resistant status. The presence of somatic



mutations in the XPC and PRKDC genes significantly worsened the overall survival
of patients. Among other things, higher expression of the DUT gene was associated with the
presence of peritoneal metastases. The high-grade serous subtype was associated with
a higher number of mutations in the 7P53 gene, compared to other subtypes of ovarian
carcinoma.

The second part of the work, focused on new experimental drugs, was an analysis
of the efficacy of the new taxane derivatives, both the second (SB-T-1214 and SB-T-1216)
and especially the third generation (SB-T-121402, SB-T-121605, SB -T-121606) was found
to be more effective than paclitaxel in an in vitro model of ovarian carcinoma. Compared
to paclitaxel, the new taxanes induced cell arrest in the G2/M phase of the cell cycle almost
more than 50 times, and their intracellular concentration was also significantly higher
compared to paclitaxel. The most stable effect was observed with the taxanes SB-T-121605
and SB-T-121606. The efficacy of SB-T-121605 and SB-T-161605 was also observed in an
in vivo model of resistant ovarian carcinoma, where their application led to a slowdown
of tumor growth, and at a higher concentration of SB-T-121606 (3 mg/kg) in combination
with paclitaxel also in reduction of the tumor size.

Of the other candidate molecules, CPS1 (carbamoyl-phosphate synthase 1),
a mitochondrial enzyme involved in the urea cycle, turned out to be the most promising
candidate for further detailed studies. CPS1 expression is often increased in tumor tissue and
especially in the resistant tumors. In our study, high expression of CPS! in ovarian
carcinoma tumor tissue samples was significantly associated with a shorter time to
progression, so it could be potentially used as a prognostic biomarker. In addition, CPSI
expression was affected by taxane administration. In our in vitro and in vivo resistant ovarian
carcinoma models, there was a significant reduction in CPS1 expression after administration
of the new third generation taxane derivatives — SB-T-121605 and SB-T-121606.

Molecular-genetic analyses revealed candidate molecules from a series of ABC
transporters and the DNA repair system for more detailed studies of their function in the
development of multidrug resistance. In vitro and in vivo experiments showed the efficacy
of new taxane derivatives in the model of paclitaxel resistant ovarian carcinoma compared
to paclitaxel.

Key words: ovarian carcinoma, multidrug resistance, biomarker, therapy response, taxanes



1 Literarni uvod

1.1 Nadorova onemocnéni

Maligni nédorova onemocnéni jsou spolecné s kardiovaskularnimi chorobami
nejcastejsi pricinou umrti v lidské populaci, i ptes vyznamny pokrok v porozuméni rozvoje
a progrese nddorovych onemocnéni, ¢i vyvoji novych ucinngjsich 1é¢iv (Sung et al. 2021).
Rovnéz v Ceské republice jsou nadorova onemocnéni dlouhodob& druhou nejéastéjsi
pii¢inou Gmrti po kardiovaskularnich onemocnénich. Podle dat Ustavu pro zdravotnické
informace (UZIS) bylo vroce 2018 diagnostikovano celkem 96 000 novych piipadi
malignich nadorti a celkem 27 261 onkologickych pacienti zemfelo. Kumulativni incidence
dle relativnich ukazatell roste, coz je dano béZicimi preventivnimi programy a odhalenim
onemocnéni v Casnych stadiich, ale umrtnost dlouhodobé klesa. Nejcastéji
diagnostikovanymi nadorovymi onemocnénimi jsou nadory kuze (dg. C44), nésleduji
karcinomy tlustého stfeva (dg. C18 — C20), karcinom prostaty (dg. C61), karcinom prsu
(dg. C50) a karcinomy pradusnice, pridusek a plic (dg. C33 — C34). Uvedené diagnodzy tvofi
az 1/3 vSech nové diagnostikovanych ptipadi (Krej¢i et al. 2018).

U muzl je nejcastéji diagnostikovan karcinom plic (14,3 %), prostaty (14,1 %),
tlustého stieva (10,6 %), zaludku (7,1 %), jater (6,3 %), mocového méchyie (4,4 %), jicnu
(4,2 %), Non-Hodgkinliv lymfom (3 %), karcinom ledvin (2,7 %) a leukémie (2,7 %).
Umrtnost nadorovych onemocnéni u muii je nejvyssi u karcinomu plic, nasleduje karcinom
jater, tlustého stieva, zaludku, prostaty, jicnu, slinivky bfi$ni a leukémie (Sung et al. 2021).

V zenské populaci je nejcastéji diagnostikovanym nadorovym onemocnénim
karcinom prsu. Dal$imi ¢astymi diagnézami jsou karcinom tlustého stfeva, plic, délozniho
¢ipku, S§titné Zlazy, délozniho téla, Zaludku, ovarii, jater a Non-Hodgkiniv lymfom
(Obrazek 1). Umrtnost Zen na nadorova onemocnéni je celosvétové nejvétsi na karcinom
prsu, nasleduje karcinom plic, tlustého stfeva, dé€lozniho Cipku, Zaludku, jater, slinivky
btisni, ovarii, jicnu a leukémie (Obrazek 2) (Sung et al. 2021).

Maligni gynekologickd nddorova onemocnéni stoji na ptednich ptickach incidence
a umrtnosti u Zen. Celkem rozpoznavame sedm diagndéz postihujicich Zenské reprodukéni
organy — karcinom vulvy (dg. C51), pochvy — vaginy (dg. C52), délozniho hrdla (dg. C53),
d€lozniho téla (dg. C54), delohy (dg. C55), ovarii (dg. C56), jinych a neurcenych Zenskych
pohlavnich orgdnt (dg. C57) a placenty (dg. C58) (Krej¢i et al. 2018). Dle databaze
GLOBOCAN 2020 je nejcastéji diagnostikovanym gynekologickym malignim
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onemocnénim karcinom délozniho ¢ipku, délozniho téla a ovarii. Nejvétsi timrtnost byla

pozorovana u karcinomu délozniho ¢ipku a ovarii (Sung et al. 2021).

Incidence malignich nadoru dle GLOBOCAN 2020 (%)

24.5 Karcinom prsu
9.4 Kolorektalni karcinom
8.4 Karcinom plic

6.5 Karcinom délozniho Cipku
4.9 Karcinom stitné zlazy

4.5 Karcinom délozniho téla
4.0 Karcinom zaludku

3.4 Karcinom ovarii

mm 3.0 Karcinom jater

2.6 Non-HodgkinGv lymfom
28.9 Dalsi karcinomy

Obrazek 1. Incidence malignich nadorovych onemocnéni u Zen. Procentudlni zastoupeni
jednotlivych nadorovych onemocnéni u Zen dle databaze GLOBOCAN, verze 2020 (Sung et al.,

2021).

Mortalita malignich nador( dle GLOBOCAN 2020 (%)

15.5 Karcinom prsu

13.7 Karcinom plic

9.5 Kolorektalni karcinom
7.7 Karcinom délozniho Cipku
6.0 Karcinom zaludku

5.7 Karcinom jater

4.9 Karcinom slinivky bfigni
4.7 Karcinom ovarii

3.8 Karcinom jicnu

3.0 Leukémie

25.4 Dalsi karcinomy

Obrazek 2. Mortalita malignich nadorovych onemocnéni u Zen. Procentudlni timrtnost jednotlivych
nadorovych onemocnéni u zen dle databaze GLOBOCAN, verze 2020 (Sung et al., 2021).
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1.2 Karcinom ovarii
1.2.1 Epidemiologie karcinomu ovarii

Karcinom ovarii (dg. C56) je celosvétové osmnactym nejcastéjSim
diagnostikovanym nadorovym onemocnénim a Ctrnactym nejcastéj$im divodem umrti.
V ramci gynekologickych nadorti je karcinom ovarii tfeti nejcastéji diagnostikované
nadorové onemocnéni a druhd nejcastéj$i pricina umrti Zen na nddorové onemocnéni
(Sung et al. 2021). Median véku pacientek s diagnostikovanym karcinomem ovarii je 65 let
(55-74 let). Incidence karcinomu ovarii v poslednich letech mirné klesa, v Ceské republice
se fadi na osmé misto v incidenci novych ptipada (17,7 piipadt/100 000 obyvatel), incidence
umrti byla vroce 2018 — 11,5 ptipadd/100 000 obyvatel) (Obrazek 3). Dlouhodobym
a velkym problémem je diagnostika onemocnéni az v pozdnich fazich diky dlouhému
pribéhu bez zjevnych ptiznakd ¢i nespecifickych piiznaki a neexistenci spolehlivého
ptistupu/metodé pro detekci ¢asnych fazi onemocnéni. V Ceské republice bylo mezi lety
2014-2018 diagnostikovano 32 % ptipadt ve stadiu III, 29 % ve stadiu IV, oproti malému
zachytu onemocnéni v brzkych stadiich (16 % ptipadt ve stddiu I a 7 % ve stadiu II)
z 5023 ptipadt (Krejci et al. 2018). S diagnostikou v pozdni f4zi onemocnéni souvisi i nizké
Sleté preziti pacientek, které je pro pacientky ve stadiu III a IV okolo 30 %, zatimco pro
pacientky s onemocnénim v niz§im stadiu to je 90 %. Statistika Sletého pieziti se
v poslednich letech zlepsuje, v letech 2004-2008 bylo v Ceské republice pro 1é&ené
pacientky 45,1 mésict, piicemz v letech 2014-2018 doslo ke zvySeni na 48,4 mésici (Krej¢i

et al. 2018; https://seer.cancer.gov).

Vyvoj v ¢ase - Karcinom ovarii (C56) —eMortalita

——Incidence

ASR (W)

o
Gl L i G R R g S L

Obrazek 3. Vékové standardizovana mortalita a incidence karcinomu ovarii v Ceské republice
mezi lety 1977-2018. Analyzovana data: incidence (N=43 572), mortalita (N=28 425). Zdroj dat:
UZIS CR a www.svod.cz.
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Ve vztahu ke karcinomu ovarii byla identifikovana fada rizikovych i protektivnich
faktort ovliviiujicich jeho vznik. Mezi identifikované rizikové faktory zvysujici celozivotni
riziko vzniku karcinomu ovarii fadime brzky nastup menstruacniho cyklu (Gong et al. 2013),
bezdétnost (Lundberg et al. 2019) ¢i obezitu/vysoké BMI (Olsen et al. 2007). U zen aktualné
lécenych substituéni hormondlni 1écbou bylo taktéz pozorovéno vyssi riziko vzniku
karcinomu ovarii (Reid et al. 2017; Collaborative Group on Epidemiological Studies of
Ovarian Cancer 2015). Mezi rizikové faktory taktéz fadime ovulaci, pii které dochazi
k naruSeni epitelového povrchu ovarii (Purdie et al. 2003; Murdoch et al. 2010; Fathalla
2013). Z environmentalnich faktorti byly nejednoznacné vysledky publikovany pro vliv
pozivani alkoholu (Genkinger et al. 2006; Yan-Hong et al. 2015) a koufeni cigaret.
U aktudlnich zen kufacek bylo pozorovano zvySené riziko invazivniho mucin6zniho
a borderline mucinézniho karcinomu ovarii, oproti tomu u byvalych kufacek bylo
pozorovano zvysené riziko vzniku borderline ser6zniho karcinomu ovarii (Faber et al. 2013;
Licaj et al. 2017). Vliv jednotlivych rizikovych faktord se 1iSi mezi jednotlivymi
histologickymi subtypy karcinomu ovarii (Reid et al. 2017).

Vyznamnou roli hraji téZ genetické rizikové faktory. Mezi né jsou dnes fazeny jiZ
dobfe znamé zarodecné mutace v genech BRCAI a BRCA2. Tyto mutace jsou spojovany
s celozivotnim zvySenym rizikem vzniku hereditdirniho karcinomu prsu ¢ ovarii
(Kuchenbaecker et al. 2017) a téZ karcinomu pankreatu (Rosen et al. 2021). Kumulativni
riziko vzniku je ~42 % pro Zeny nesouci mutace v genu BRCA1 a ~14 % pro nosi¢ky mutace
v BRCA2 genu a je vyS$i u Zen s karcinomem ovarii v rodinné anamnéze (Antoniou et al.
2003; Kuchenbaecker et al. 2017). Mezi dalsi geny spojované se zvySenym rizikem jsou
ATM, CHEK?2, RAD51, BRIPI, PALB2, RAD51C, RAD5I1D, TP53, PTEN, STK11, CDHI,
BARDI a NBN, které jsou stejné jako geny BRCA1/2 soucasti DNA reparacnich drah (Toss
et al. 2015; Angeli et al. 2020; Pietragalla et al. 2020).

Na druhou stranu existuje cela fada protektivnich faktorG vzniku ovaridlniho
karcinomu, kam fadime napt. kojeni (Babic et al. 2020) ¢i uZivani antikoncepce (Michels

et al. 2018).

1.2.2 Diagnostika a 1é¢ba karcinomu ovarii
Jak uz bylo zminéno, problémem vcasné diagnostiky karcinomu ovarii je dlouhy
prabéh onemocnéni bez jakykoliv specifickych symptomt, coz vede k odhaleni onemocnéni

az vpozd¢sich fazich. Mezi symptomy nejcastéji se objevujici u zen s pozdéji
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diagnostikovanym karcinomem ovarii je fazeno zvétSovani objemu a pocit plnosti bficha,
bolesti bficha, inava a ztrata chuti k jidlu (Ebell et al. 2016).

Mezi hlavni diagnostické postupy karcinomu ovarii jsou fazeny palpacni vySetfeni
bficha, panevni oblasti, vaginy, Ci rekta, timto pfistupem miize byt nalezena hmatatelna
rezistentni 1éze. Uptesnéni diagnézy je nasledné¢ provedeno pomoci ultrazvukového
vySetfeni, pocitatové tomografie (CT), magnetické rezonance (MR) ¢i pozitronové emisni
tomografie (PET). Biochemické vySetfeni je soustfedéno na stanoveni nadorového markeru
CA125 (z angl. cancer antigen 125) v krvi pacientek, jehoz hladina je u pacientek
s karcinomem ovarii zvySena. Problémem nadorového markeru CA125 je jeho
nespecifi¢nost, zvySenda hladina CA125 v krvi mlze mit i jinou pfi¢inu — napf. benigni Gtvary
na ovariich, endometrioza, délozni myomy ¢i jina nddorova onemocnéni. Hladina markeru
CA125 je také ovliviiovana vékem, rodinou historii karcinomu ovarii a prsu, obezitou,
¢i rasou pacientky (Jelovac a Armstrong 2011; Adam et al. 2010; Babic et al. 2017).
Nevyhodou markeru CA125 je nedostate¢na schopnost detekovat brzka stadia onemocnéni,
jeho hlavnim vyuzitim je sledovani terapeutické odpovédi. Dal§im diskutovanym
nadorovym markerem je HE4 (z angl. human epididymis protein 4). Vyuziti ve standardni
diagnostice je stale diskutovano, jisté studie ukazuji vétsi senzitivitu nez CA125, jiné studie
ukazuji horsi vysledky nez u nadorového markeru CA125 (Van Gorp et al. 2011; Suri et al.
2021). Lepsi vysledky ukazuji né€které studie sledujici nadorové markery CA125 a HE4
dohromady v ramci ROMA algoritmu (z angl. Risk of Ovarian Malignancy Algorithm), kde
je patrnd vétsi senzitivita u Casnych stadii onemocnéni (Wei et al. 2016; Salminen et al. 2020;
Suri et al. 2021). V Ceské republice je stile nejvice vyuzivan nadorovy marker CA125
a to jak pro diagnostiku, tak zejména pro sledovani terapeutické odpovédi. Dalsi dulezitou
soucasti diagnostiky je stanoveni histologického typu, které je diilezité pro rozhodnuti
o nasledné 1€cbé. V ramci tohoto vySetteni je také stanoveno stadium a grade onemocnéni.

Histologicky se karcinomy ovarii déli do sedmi hlavnich skupin: epitelialni,
mesenchymalni, epitelialné-mesenchymalni nddory, nddory z bunék stromatu a zdrode¢nych
pruhli, nadory z germindlnich bunck, smiSené nédory a léze podobné nadoru. Ptes
90 % diagnostikovanych nadord je epitelialniho ptivodu, v Ceské republice v letech
2014-2018 tvotily nadory tohoto typu 83 % diagnostikovanych ptipada (Krejci et al. 2018;
Herrington a Board 2020). Epitelialni nadory jsou dale rozdéleny na ser6zni, endometroidni,
svétlo-bunééné, mucindzni, Brennerovy a smiSené nadory. Serdzni nadory jesté délime na

low-grade a high-grade nadory (Rojas et al. 2016) (Obrazek 4).
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Karcinom ovarii

epitelialni nadory z bunék nadory smiSené nadory léze podobné
nadory stromatu a germinalnich nadoriim
zarodecnych bunék bunék

— low-grade
serdzni

— high-grade Typl Typll

endometroidni

endometroidni high-grade serézni
svétlobunééné svétlobunécné
low-grade serézni
mucindzni mucindzni
Brennerovy
Brennerovy . / \ /
smisené

Obrazek 4. Klasifikace karcinomu ovarii. Histologicka klasifikace karcinomu ovarii dle bunééného
puvodu a rozdé€leni epitelialnich ovarialnich nadorti dle dualistického modelu na Typ I a Typ 1L
Modifikovano dle (Kurman a Shih 2016).

Stadium onemocnéni je ur¢eno pomoci FIGO systému Mezinarodniho spolecenstvi
pro gynekologii a porodnictvi (FIGO, z angl. The International Federation of Gynecology
and Obstetrics), ktery rozd€luje karcinomy ovarii dle zdvaznosti onemocnéni do Ctyt stadii
(Prat a FIGO Committee on Gynecologic Oncology 2015). Pro néslednou klasifikaci na
zakladé specifickych vlastnosti jednotlivych subtypli byl navrZen dualisticky model délici
epitelidlni nadory do dvou skupin — Typ I a Typ II. Nadory spadajici do skupiny nadort
Typu I jsou charakterizovany diagnostikou onemocnéni v brzkych stadiich, nizkym gradem
nadoru, neni u nich Casty vyskyt ascitu a maji dobry klinicky vystup. Pro nadory skupiny
Typu II je charakteristické odhaleni onemocnéni v pozdnich stadiich onemocnéni, vysoky
grade nadoru, pfitomnost ascitu u pacientek, vysoka agresivita, chromosomalni instabilita,
Casty vyskyt mutace genu 7P53 a Spatny klinicky stav pacientek (Kurman a Shih 2016)
(Obrazek 4).

Standardnim lé¢ebnym postupem je kombinace cytoreduktivni operace
a chemoterapeutické 1écby. U pacientek ve Spatném pocéatecnim stavu a pokrocilém stadiu
onemocnéni je cCasto indikovana neoadjuvantni chemoterapie kombinujici paklixatel
a karboplatinu (3—4 cykly) s nésledujici cytoreduktivni operaci (z angl. interval debulking
surgery, IDS), tento postup je aplikovan u pacientek s primarné inoperabilnim nalezem.
U pacientek s operabilnim ndlezem je nejprve indikovdna cytoreduktivni operace

s naslednou adjuvantni chemoterapii.
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Chemoterapeutické 1écba je u pacientek s karcinomem ovarii stale zaloZzena zejména
na kombinaci paklitaxelu a karboplatiny, a to jak v rdmci neoadjuvantni, tak adjuvantni
chemoterapie, viz. Modra kniha Ceské onkologické spoleénosti (Kiss et al. 2022). Nasledna
adjuvantni 1écba u high-grade ser6zniho karcinomu se sklad4 ze 3-6 cykla chemoterapie
kombinujici paklitaxel a karboplatinu pro stadium IA, IB, IC1, IC2, IC3, ¢i 6-9 cykli pro
stadium II, III a IV. U pacientek se stadiem III a IV s reziduem po operaci > 1 cm? je
indikovana kombinace paklitaxel, karboplatina a bevacizumab. V sekundarni 1écbé je
pouzivan bevacizumab, at’ v monoterapii ¢i v kombinaci s paklitaxelem, topotecanem,
pegylovanym liposomalnim doxorubicinem u pacientek, u kterych se nepfedpoklada
odpovéd’ na 1écbu na bazi platiny. U pacientek s predpokladem odpovédi na platinu je
doporu¢ovana kombinace karboplatiny, pegylovaného liposomalniho doxorubicinu
a bevacizumabu. Pfesné schéma a davkovani chemoterapeutik je ddno stddiem onemocnéni
a danym stavem pacientky. U pacientek s high-grade ser6znim karcinomem a pozitivnim
nalezem somatickych/germinalnich BRCAI/BRCA2 mutaci, HRD deficienci (deficience
v homologni rekombinaci), ¢i genomovou nestabilitou je indikovana lécba PARP
inhibitorem (Lynparza, Zeluja) v monoterapii, nebo v kombinaci s bevacizumabem v rdmci
udrzovaci léCby u pacientek s relapsem a kompletni ¢i Caste€nou odpovedi na platinu v rdmci
adjuvantni 1é¢by (Kiss et al. 2022; Colombo et al. 2019). Sledovani pacientek po ukonceni
terapie je provadéno komplexnim gynekologickym vySetfenim, v€etné stanoveni markeru
CA125 kazdé 3 mésice po dobu 3 let, nasledné kazdych 6 mésicti po dobu 2 let a v ptipadé
stale dobrého stavu pacientky kontroly ptechazeji do preventivnich kontrol jednou ro¢né
(Cibula et al. 2009). Rada klinickych studii ukazuje slibné vysledky a nové terapeutické
kombinace pro 1écbu pacientek. Klinick4 studie SOLO1 ukézala sniZeni rizika progrese
onemocnéni a smrti pacientek az o 70 % u pacientek s BRCA1/2 mutacemi lé¢enych
olaparibem po primarni 1é¢bé kombinaci platiny a taxanti (Moore et al. 2018). Studie
PAOLA-1 ukézala zlepSeni doby do progrese u pacientek 1écenych bevacizumabem v prvni
linii 1écby s navazujici 1écbou olaparibem, zlepSeni bylo vyraznéj$i u pacientek s HRD
deficienci a BRCA1/2 mutacemi (Ray-Coquard et al. 2019). U pacientek je také v soucasné
dobé studovano zatfazeni imunoterapie. U studii soustfedénych na imunoterapii je vkladana
nadéje na rezimy kombinujici imunoterapeutické Iéky a dalSi chemoterapeutika
(Barber a Matei 2021). Nicméné, napf. studie Javelin Ovarian 200 neukéazala ocekavané
zlepSeni celkového preziti ¢i doby do progrese u pacientek léenych avelumabem ¢i s/bez

pegylovanym liposomdlnim doxorubicinem (Pujade-Lauraine et al. 2021).
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1.2 Mnohod¢etna lékova rezistence

Jednim z nejvétSich problému uspésné terapie nadorovych onemocnéni je rezistence
nadorovych bun¢k. I kdyz zprvu vétSina onkologickych pacientli na 1éCbu reaguje Gspésné
a dochazi k ustupu nadorového onemocnéni, postupem casu casto dochazi k rozvoji
rezistence k podavanému lé¢ivu. Samoziejmé existuje i tzv. pfirozend rezistence, kdy uz
pacient od pocatku na 1é¢bu nereaguje. VétSina piipadl rezistence je ovSsem tzv. ziskana
rezistence, ke které dochazi az béhem lécby. Dilezitym typem rezistence je tzv. mnohocetna
1ékova rezistence (MDR, z angl. multidrug resistance), kdy dochazi k rozvoji rezistence
vuci vice typtum 1é¢iv, které si nejsou strukturné, ani funkéné podobné (Noskova et al. 2000).

Rozvoj mnohocetné 1€kové rezistence je heterogennim, avSak komplexnim,
procesem. Mezi hlavni mechanismy MDR fadime naruSeni transportu 1é¢iv do/z buiiky,
fadného metabolismu 1é¢iv, DNA reparacnich drah ¢i apoptdzy. Nelze opomenout ani vliv
nadorového mikroprostiedi, pfitomnost genetickych mutaci ¢i epigenetické modifikace
expresniho profilu (Obrazek 5). Studium molekuldrni podstaty vzniku mnohocetné 1ékové
rezistence je dilezité pro porozuméni tohoto procesu a identifikaci novych potencialnich
terapeutickych cilli ¢i novych biomarkeri pro sledovani u¢innosti terapie.

@ —
ZvySeny transport e .\S ® £ SniZeny transport

vnd buitky °® 4 dovnitf buiiky
(ABC transportéry - ) (SLC transportéry -
nap¥. ABCB1, napk. rodina SLC22)
ABCC1, ABCG2) [ : /
® ZvySend aktivita @
DNA repara¢nich
me_n)[ ] drah - napft. NE’R, HR Narufeni
mikroprostfedi nidoru - IIIUI & MMR dréhy metabolismn 168y -
N e zejména rodiny 1, 2
b | LéGivo & 3z CYP450
@ >\ ¥ T enzymil

ey \_J cvpacs

P CYP3A4

s Regulace genové exprese
(ncRNA, epigenetické
modifikace)
' Mutace

Obrazek 5. Zjednodusené schéma mnohocetné 1€kové rezistence (MDR). Za rozvojem MDR stoji

fada procest, jako naruseni transportu lé¢iva do nadorové buiiky (napt. SLC transportéry), transportu
z buniky (napf. ABC transportéry), zvySena aktivita DNA repara¢nich drah (napt. NER, HR ¢i MMR
drahy), metabolismu 1é¢iv (zejména rodiny 1, 2 a 3 z cytochromi P450), fadného pribéhu apoptozy
(zejména skrz proteiny z Bcl-2 rodiny). Dllezitou roli sehrava taktéz samotné mikroprostiedi nadoru
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a genetické mutace ¢i regulacni mechanismy, jako ncRNA a epigenetick¢ modifikace. Schéma
vytvofeno pomoci www.biorender.com.

wrwe

transportéry (z angl. ATP-binding cassette) prenasejici tadu substrati ven
z intracelularniho prostoru do extracelularniho, véetné¢ 1é¢iv (Holland et al. 2003). Celkovée
bylo popséano 49 clenil této nad-rodiny proteind, které se déli do celkem 7 rodin (ABCA —
ABCQG). Jejich struktura je charakterizovana celkem 4 doménami — 2 domény vazajici ATP
(tzv. NBD doména, z angl. Nucleotide Binding Domain) a 2 transmembranové domény (tzv.
TMD, z angl. Transmembrane Domain) (Linton 2007; Ward et al. 2007). Deregulace ABC
transportérti v rozvoji mnohocetné 1ékové rezistence je velmi dobfe zndma, zejména jejich
zvySend exprese souvisejici se zvySenym exportem léciva ven z buniky (shrnuto v Gottesman
et al. 2002; Tamaki et al. 2011; Glavinas et al. 2004). Ale stéale je co vyjasiiovat s ohledem
na Sirokou fadu transportérii v této nad-rodiné a na velkém spektru pienaSenych latek
(shrnuto v Leonard et al. 2003). NejznaméjSimi a nejprostudovanéj$§imi s ohledem na
rezistenci jsou tfi ABC transportéry, a to ABCB1, ABCC1 a ABCG2 (Yasubhisa et al. 2007,
Cole 2014; Robey et al. 2007; Mao a Unadkat 2015). Ptehled ABC transportérii
s predpokladanou roli vrozvoji rezistence k paklitaxelu ¢i platinovym derivatim
u karcinomu ovarii byl publikovén ¢leny nasi laboratote v roce 2017 (Cerovska et al. 2017).

Z rodiny A byl pozorovan vztah mezi expresi ABC transportéru ABCA3 s rezistenci
k doxorubicinu, daunorubicinu, mitoxantronu, etoposidu a vincristinu u akutni myeloidni
leukémie (Chapuy et al. 2008; Steinbach et al. 2006).

NejznaméjSim transportérem stojicim za mnohocetnou lékovou rezistenci je ABC
transportér ABCB1 z rodiny B (MDRI1, P-glykoprotein). Je spojovan s rezistenci k fad¢
1é¢iv, napt. kolchicin, doxorubicin, vinblastin, vinca alkaloidy, antracyklin, taxany,
topotecan a mnoho dalSich (Ueda et al. 1987a; 1987b; Ambudkar et al. 1999). Tento
transportér byl také prvnim popsanym, a to vroce 1976 (Juliano a Ling 1976). Napf.
paklitaxel rezistentni linie karcinomu ovarii A2780 s vysokou expresi ABCBI1 vykazovala
taktéz zkiizenou rezistenci k olaparibu, doxorubicinu a rucaparibu. Pfi inhibici exprese
ABCBI1 pomoci inhibitorti jako verapamil a elacridar doSlo k zvySeni senzitivity této linie
k témto 1éciviim (Vaidyanathan et al. 2016). Dilezitost ABCB1 nespociva pouze v exportu
1é¢iv, ale pravdépodobné také v indukci apoptdzy nadorovych bunék, jak bylo pozorovano
v n¢kolika studiich (Zu et al. 2014; Galski et al. 2013; Souza et al. 2015). ABCBI je také

nejvice prostudovan, co se genetické variability ty¢e, mutace mohou vést ke zméné napf.
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vazebnych mist pro 1é¢ivo ¢i pro ATP katalyzujici transport (Cascorbi 2006; Lopez-
Fernandez 2018; Skarke et al. 2003). ABCB4 je spojovan s rezistenci k digoxinu, paklitaxelu
¢1 vinblastinu (Smith et al. 2000). S rezistenci k paklitaxelu je také spojovan transportér
ABCBI1, ktery sdili vysokou homologii s ABCBI (Childs et al. 1998).

Z rodiny ABCC je srozvojem rezistence spojovan zejména transportér ABCCl1
(MRP1) (Cole et al. 1992). Rada transportéri z této rodiny je spojovana s rezistenci (Zhang
et al. 2015). ABCCI1 je Casto asociovan s rezistenci k vinca alkaloidim, antracyklinim ¢i
k methotrexatu (Borst et al. 2000; Young et al. 2001). Z dalSich ¢lenti rodiny ABCC je
s rezistenci spojovan transportér ABCC2 a to konkrétné vici cisplatiné (Materna et al. 2006;
Guminski et al. 2006; Sprowl et al. 2012; Cui et al. 1999; Myint et al. 2015; Ushijima et al.
2007; Cui et al. 1999), taktéz k paklitaxelu (Huisman et al. 2005), ¢i etoposidu, doxorubicinu
¢i epirubicinu (Cui et al. 1999; Lagas et al. 2010). ABCC3 je spojovan s rezistenci
k doxorubicinu ¢i etoposidu (Young et al. 2001; Lagas et al. 2010). ZvySena exprese
transportérit ABCC4 a ABCCS je spojovana s rezistenci k nukleotidovym analogtim jako je
6-merkaptopurin ¢i 6-thioguanin (shrnuto v Borst et al. 2000). Transportér ABCC6 se podili
na transportu 1é¢iv jako je etoposid, doxorubicin ¢i daunorubicin (Belinsky et al. 2002).
Zvysena exprese ABCCI10 je asociovana s rezistenci k docetaxelu (Hopper-Borge et al.
2004), vinoreblinu (Bessho et al. 2009), nukleotidovym analogiim (Hopper-Borge et al.
2009), ¢i paklitaxelu (Hopper-Borge et al. 2011). Poslednim ¢lenem této rodiny je ABCCl11,
ktery je spojovén s rezistenci k 5-fluorouracilu (Guo et al. 2003; Hlavata et al. 2012).

Konec¢né poslednim dosud zésadné spojovanym transportérem s rezistenci je ABC
transportér ABCG2 (BCRP) z rodiny G (Doyle et al. 1998). ZvySena exprese ABCG2 byla
pozorovana v fadé nddorovych bunécnych liniich a je spojovana s exportem tady 1é¢iv ven
z buniky, jako jsou napf. antracykliny, kampthotecin, inhibitory topoizomerazy I (Abbott
2003; Robey et al. 2007; Austin a Ross 2003), mitoxantron, doxorubicin a daunorubicin
(Doyle et al. 1998), ¢i etoposid (Allen et al. 2003).

SLC transportéry (z angl. Solute Carrier Transporters) jsou dalsi velkou skupinou
membranovych transportnich proteinti (~400 ¢lent v této nad-rodin€, kterd se dale dé€li na
52 rodin) (www.genenames.org) (Perland a Fredriksson 2017), které slouzi zejména jako
importéti materidlu do bunék, vetné 1é¢iv pouzivanych v protinddorové 1€cbé, jako jsou
napt. nukleosidové analogy (Zhang et al. 2007), gemcitabin — SLC28A1 a SLC29A1
(Mackey et al. 1998), paklitaxel — SLCO1B1 a SLC01B3 (Smith et al. 2005; Svoboda et al.
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2011), platinové derivaty — SLC22A1, SLC22A2 a SLC22A3 (Hall et al. 2008), doxorubicin
a mitoxantron — SLC22A4 (Okabe et al. 2008).

ABC a SLC transportéry nejsou jedinymi transportéry prendsejicimi léCiva skrz
bunénou membranu. Jako dalsi miizeme jmenovat transportéry ATP7A/B, které jsou dobie
znamymi pienaSeci platinovych derivati a jsou spojovany s rezistenci k témto léCiviim
(Safaei et al. 2008; Inoue et al. 2010; Komatsu et al. 2000), ¢i RLIP76 pienasejici
doxorubicin je také ATP zavisly pfenasec, ktery je spojovan zejména se zprostiedkovanim
transportu glutathionovych konjugétii ven z buiiky (Drake et al. 2007; Awasthi et al. 2002;
2000; Singhal et al. 2009). Piehled nejdulezitéjSich transportérii ticastnicich se transportu
a vzniku rezistence k taxantim a platinovym derivatim piimo u karcinomu ovarii je zobrazen
v Tabulce 1.

Tabulka 1. Prehled transportért (ABC, SLC a ATP) v transportu taxanid a platinovych derivata

pouzivanych v 1écbé u karcinomu ovarii. Modra barva indikuje asociaci daného transportéru
s vybranym lé¢ivem. ZaloZeno na informacich z ptehledového ¢lanku (Cerovska et al. 2017).

Paklitaxel | Docetaxel | Cisplatina | Karboplatina

ABCAl
ABCA3
ABCB1
ABCB4
ABCB11
ABCC1
ABCC2
ABCC6
SLC22A1
SLC22A2
SLC31A1
SLC31A2
SLC47A1
SLC47A2
SLCO1B3
ATP7A
ATP7B

DalS§im procesem stojicim za MDR je zvySeny metabolismus lé¢iv vedouci
zpravidla k detoxifikaci pouZivanych cytostatik. Hlavnimi €initeli v 1. fazi metabolismu jsou
enzymy z velké nad-rodiny cytochromii P450 (vice jak 2400 enzymt ¢lenénych do 18 rodin)
(Werck-Reichhart a Feyereisen 2000; Nelson 2018). Vétsina (70-80 %) vyuzivanych 1é¢iv
je metabolizovdna enzymy z rodin 1, 2 a 3 (Zanger a Schwab 2013). Jako ptiklad Ize uvést

CYPIBI, jehoz zvysena exprese byla pozorovana ve spojitosti s rezistenci k paklitaxelu
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u karcinomu ovarii (Zhu et al. 2015), ¢i geneticka variabilita CYP2B6 s uc¢innosti 1écby
docetaxelem u karcinomu prsu (Song et al. 2015). U karcinomu prsu byla téz pozorovéana
spojitost mezi aktivitou CYP2D6 a ucinnosti tamoxifenu (Hoskins et al. 2009). Vliv zmény
exprese €1 genetickd  variabilita enzymi  zrodiny CYP3A, CYP3A4
a CYP3AS, byl pozorovan ve spojitosti s u¢innosti nékolika 1é¢iv — irinotecanu u karcinomu
kolorekta, tamoxifenu u karcinomu prsu, ¢i u erlotinibu, dosatinibu a paklitaxelu
u karcinomu pankreatu (Buck et al. 2019; Wegman et al. 2007; Noll et al. 2016). Dulezita je
také souhra riznych mechanisml, jako napf. transport a metabolismus. Léky
metabolizované enzymem CYP3A4 jsou lepSim substratem pro transportér ABCB1 (Pal
a Mitra 2006). I enzymy II. faze metabolismu maji svoji nezastupitelnou roli. Napf. inhibice
UGT1A4 enzymu zvysila sensitivitu k ribavirinu (Osborne et al. 2019), ¢i zvySena exprese
UGT2B17 byla spojena s horsi odpovédi na terapii fludarabinem u pacientd s chronickou
lymfocytarni leukémii (Gruber et al. 2013).

Naruseni DNA reparacnich drah, tedy zvyseni jejich aktivity, je dalSi nedilnou
soucasti problému mnohocetné 1ékové rezistence. Zmeéna aktivity DNA reparacnich drah je
nejvice spojena s rezistenci a uspéSnosti terapie zalozené na platinovych derivatech
a alkylacnich ¢inidlech (Martin et al. 2008; Gutierrez a O’Connor 2021). Nejcastéji jsou
pozorovany alterace NER drahy (z angl. nucleotide excision repair) s rezistenci
k platinovym derivatim, jak bylo pozorovano u karcinomu ovarii, kolorekta,
nemalobunééného karcinomu plic, zejména ve spojitosti s vyssi expresi genu ERCCI, XPF
¢1 XPB (Du et al. 2016; Dabholkar et al. 1992; 1994; Li et al. 2013; Suzuki et al. 2022; Ryu
et al. 2004; Dabholkar et al. 2000). NER dréha je hlavni drahou opravujici poSkozeni DNA
zpusobené funkénim mechanismem platinovych derivati (Reardon et al. 1999). Druhou
nejzajimav§js$i drahou je MMR drdha (z angl. mismatch repair), ktera ma sviy podil
na uspésnosti &by platinovymi derivaty a alkylacnimi ¢inidly (Fink et al. 1996; 1998; Zhu
etal. 2018; Fink et al. 1997). Casto pozorované zmény v této draze jsou mutace jednotlivych
¢lend této drahy ¢i zmény jejich DNA metyla¢niho profilu. Zejména jeji sniZzena aktivita,
kterd je oznacovana jako tzv. MMR deficiency, kterd je spojena s vyssi toleranci bunky
na poSkozeni DNA a tim zvySenou akumulaci mutaci, které mohou vést az k rezistenci
(Peéina-Slaus et al. 2020; Fedier a Fink 2004; V et al. 2014). V fadé studii byla pozorovéana
souvislost hypermetylace genu AMLHI a hMSH? s rezistenci k platinovym derivatim (Tian
etal. 2019; Kelley et al. 2014; Helleday et al. 2008; Lima et al. 2022; Cejka et al. 2003; Pani
et al. 2007). ZvySena aktivita HR drahy (homologni rekombinace) a exprese RADS51 byla
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zase pozorovana ve spojitosti s rezistenci k doxorubicinu u pacientil s mnohocetnym
myelomem (Alagpulinsa et al. 2014). Alterace v DNA reparacnim systému buiiky jsou
mimo jiné spojovany se vznikem nadorovych onemocnéni, ale nejznaméjSim rizikovym
faktorem jsou mutace v genech BRCA1/2, ale také v genech, jez jsou ¢leny MMR drahy
(shrnuto Tomasova et al. 2020).

Dtlezitou roli v rozvoji mnohocetné 1¢kové rezistence ma také naruseni procesu
apoptézy (Neophytou et al. 2021), a to zejména narusenim rovnovahy mezi pro-
a anti-apoptotickymi proteiny z Bcl-2 rodiny (Hsu et al. 1994; Srivastava et al. 1999). Hlavni
roli hraje zvySend exprese anti-apoptotickych proteini Bcl-2, Bcel-xt a MCL-1
(shrnuto v Hata et al. 2015; Kapoor et al. 2020), napi. v pfipadé rozvoje rezistence
k cisplatin€ (Yang et al. 2019; Cho et al. 2006). Samoziejmé 1 geneticka variabilita téchto
genll miize ovliviiovat jejich funkci a tim spravny pribéh a nacasovani apoptdzy (Fresquet
et al. 2014).

Dulezitost nadorového mikroprostiredi v rozvoji rezistence je nepopiratelna, jeho
heterogenita zvySuje komplexitu samotného nadoru (shrnuto v Hirata a Sahai 2017; Klemm
a Joyce 2015; Doktorova et al. 2015). Charakteristickou vlastnosti mikroprostfedi je
hypoxie, jejiz dilezitost v MDR je dobfe znama (Milane et al. 2011; Liang 1996). Hypoxické
buniky vykazuji niz$i proliferacni kapacitu a vyssi expresi Bcl-2 proteinu, ktera usti k nizsi
urovni apoptdzy. Hypoxické bunky taktéz vykazuji vySs$i expresi biotransformacnich
enzymi — glutathion (GSH) a metallothionein (MT), které snizuji efektivitu alkylacnich
¢inidel, platinovych derivati ¢i etoposidu (Lluis et al. 2005; Krizkova et al. 2012; Murphy
et al. 1994; Kojima et al. 2009). Klicovou molekulou hypoxie je transkripéni faktor HIF-1
indukujici expresi taktéz klicovych ABC transportéri — ABCB1 (Comerford et al. 2002),
ABCCI (Lvetal. 2015; Liu et al. 2008) a ABCG2 (He et al. 2016; Krishnamurthy a Schuetz
2005) a tim pfispivat k MDR fenotypu nadorovych bunék.
epigenetické modifikace, zeyména DNA metylace a nekodujici RNA, jako jsou mikroRNA
(miRNA, z angl. microRNA) ¢i dlouhé nekddujici RNA (IncRNA, z angl. long non-coding
RNA). Tyto klicové elementy jsou schopny regulovat hladiny exprese fady transportéra,
apoptotickych genii, Cleni DNA reparanich drah a timto zplisobem ovliviiovat
mnohocetnou 1ékovou rezistenci. Jako ptiklad mizeme uvést hypermetylaci genu pro
kaspazu 8 (CASPS), ktera vede k sniZzeni jeho exprese a tim sniZeni miry apoptozy (Teitz et

al. 2001; Soejima et al. 2005). Zvysena senzitivita nadorovych buné¢k k alkylaénim ¢inidlim
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¢i tenizolamidu je spojovana taktéz s hypermetylaci genu MGMT, ktera koresponduje s lepsi
odpovédi na terapii u pacientll s karcinomem ovarii a gliomy na terapii (Hegi et al. 2005;
Teodoridis et al. 2005; Teng et al. 2017). Role nekddujicich RNA v mnohocetné 1ékové
rezistenci je studovdna zejména v poslednich letech. Jejich priméarni funkci je regulace
genové exprese, pricemz IncRNA maji v porovnani s miRNA Sirsi paletu mechanismil
regulace exprese cilového genu (shrnuto v Liu et al. 2020; Zhang et al. 2019; Marchese et
al. 2017; Fang a Fullwood 2016; MacFarlane a Murphy 2010). miRNA, stejn¢ tak IncRNA,
mohou regulovat expresi genti podilejicich se na regulaci bunécného cyklu, proliferace
bun¢k, samotnych membranovych transportérti (Cui et al. 2013; Si et al. 2019; Mondal
a Meeran 2021). Jako ptiklad mizeme uvést miRNA miR-200, ktera je spojovana
s rezistenci k tamoxifenu u karcinomu prsu (Gao et al. 2019), miR-579-3p je spojovéna
s rezistenci k vemrafenibu u melanomu (Fattore et al. 2016), ¢i spojitost exprese miR-26a
s rezistenci k doxorubicinu, metotrexatu a cisplatiné u osteosarkomu (Li a Ma 2021)
a miR-208b s rezistenci k oxaliplatin¢ u kolorektalniho karcinomu (Ning et al. 2021). Toto
je pouze par ptikladli z mnoha studii popisujicich spojitost miRNA s rezistenci, vice
informaci je mozné dohledat v ptehledovych ¢lancich (Pan et al. 2021; Mihanfar et al. 2019;
Lampis et al. 2020).

Samoziejmé genetické mutace ve specifickych genech a ptfestavby chromozomi
NejprostudovanéjSim genem v souvislosti s rezistenci je tumor supresorovy gen 7P53.
Mutace v tomto genu jsou Casto pozorovany u nadorovych buné€k rezistentnich k Ié€iviim
ucinkujich skrz modifikace DNA — platinové derivaty ¢i alkylacni €inidla (Mantovani et al.
2019). Geneticka zména v genu ABCB1 3435 C>T vedla k vétsi mife transportu docetaxelu
z bunky ven v naddorovych butikach karcinomu ovarii ES-2 a SKOV-3 (Yin et al. 2019), ale
jiné mutace v genu ABCBI (rs2032582) je spojovana s lepSim pfezivanim pacientek
s karcinomem prsu (Vulsteke et al. 2014). Mutace v genu DPYD ovliviluje miru
metabolismu 5-fluorouracilu, mutace DPYD*24 (c.1905+1G>A) a DPYD*13 (¢c.1679T>QG)
jsou spojeny s nizko mirou metabolismu 5-fluorouracilu a tim ucinnost 1€cby (Dean a Kane
2012). Je vSak nutno zminit, ze mutace mit i pozitivni vliv na ispésnost 1écby, napt. mutace
v genech BRCA /2 jsou spojovany s lepsi odpovedi pacientek s karcinomem ovarii na 1é¢bu
platinovymi derivaity a PARP inhibitory (Bolton et al. 2012; Yang et al. 2011;

Faraoni a Graziani 2018). Podobnym pfikladem jsou né&kter¢ mutace EGFR u pacient
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s nemalobunéénym karcinomem plic, které jsou spojovany s lepsi odpovédi téchto pacientli

na EGFR inhibitory (Kobayashi et al. 2005).

1.3 Taxany

Predkladana disertacni prace se kromé molekularnich profilti ovarialniho karcinomu
vénuje pfimo 1 novym moznostem terapie prave rezistentnich forem nadort. V souvislosti
s touto tématikou je prace zaméfena na taxany a jejich vyuziti. Taxany jsou klasickym
zastupcem cytostatik s anti-mitotickym t¢inkem. Hlavni mechanismus jejich u€¢inku spociva
ve vazbé na B-tubulin s néslednou stabilizaci mikrotubuli zvySenim jejich polymerace
a inhibici depolymerace jiz stavajicich mikrotubuld, coz ve vysledku vede k naruSeni mitdzy
a indukci apoptozy (Schiff et al. 1979; Schiff a Horwitz 1980). Taxany jsou v klinické praxi
pouzivany v ramci neoadjuvantni, adjuvantni ¢i paliativni terapie. Nejcastéji pouzivanym
taxanem je paklitaxel, nasledn¢ docetaxel a nab-paklitaxel. Jsou pouzivany v 1é¢bé tady
solidnich nddorl — karcinomu ovarii, prsu, plic, pankreatu, prostaty, délozniho hrdla a téla,
vulvy, pochvy ¢i nosohltanu (Kiss et al. 2022). Prvné byl paklitaxel schvalen FDA
(z angl. U.S. Food and Drug Administration) roku 1984 pro 1é¢bu karcinomu ovarii, roku
1994 pro 1é¢bu metastatického karcinomu prsu, docetaxel byl schvalen pro 1é€bu karcinomu
prsu vroce 1996, nab-paklitaxel byl v roce 2005 schvalen pro lé€bu metastatického
karcinomu prsu a jako posledni byl schvalen v roce 2010 cabazitaxel pro 1écbu hormonélné
refrakterniho karcinomu prostaty v kombinaci s prednisonem (Mosca et al. 2021; Galsky et

al. 2010). Struktura zakladnich konvencnich taxanti je zobrazena na Obrazku 6).
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Paklitaxel Docetaxel

Obrazek 6. Chemicka struktura taxanti. 2D struktura taxanovych derivati paklitaxelu, docetaxelu,
cabazitaxelu a nab-paklitaxelu pouzivanych v 1é¢bé nadorovych onemocnéni.

Paklitaxel (PTX, Taxol®, Anzatax®, Paxene®) je historicky prvni objeveny taxan,
ktery byl i jako prvni schvalen pro klinické pouziti. Pivodné byl izolovan z kiry tisu
Cerveného (Taxus brevifolia) (Wani et al. 1971). Dnes je paklitaxel vyrabén semisynteticky
z prekurzoru — 10-deacetylbaccatinu III nebo fermenta¢né z bunécné linie Taxus (Gennari
et al. 1997; Goleniowski 2000).

Docetaxel (DTX, Taxotere®) je vyrabén semisynteticky také z 10-deacetylbaccatinu
I11, ktery je izolovan z jehli¢i tisu evropského (Taxus baccata). Docetaxel se volné ptfirodé
nevyskytuje. Od PTX se strukturn¢ odliSuje v pozici C3 postranniho fetézce a na C10 pozici
taxanového kruhu. V porovnani s PTX ma vyssi afinitu k tubulinlim a produkuje strukturné
odli$né polymery tubulinu (Rohena a Mooberry 2014; Verweij et al. 1994; Fromes et al.
1996).

Nov¢jsimi formami paklitaxelu je nab-paklitaxel (Abraxane®), coz je paklitaxel
navéazany na molekulu albuminu (Viudez et al. 2014). Vazba na albumin zvySuje prostupnost
cév pro paklitaxel a nasledné¢ k nadorové tkéni (Gradishar et al. 2005; shrnuto
v Hawkins et al. 2008). Cabazitaxel (Jevtana®), ktery je derivatem docetaxelu (lisi se
metylovou skupinu na pozici C7 a C10) je zase v porovnani s PTX a DTX je horSim

substratem pro P-glykoprotein (Galsky et al. 2010).
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1.3.1 Mechanismus u¢inku

Hlavni mechanismus t¢inku taxanii spoc¢ivad v naruSeni rovnovahy mezi solubilnimi
dimery tubulint a polymerizovanymi mikrotubuly. Taxany svoji vazbou na tubuliny, které
jsou hlavni stavebni jednotkou mikrotubuli, podporuji polymeraci tubulin, vznik
dojde primarné k naruseni procesu mitozy (Gjyrezi et al. 2020; Band Horwitz 1992).

Mikrotubuly jsou dynamickou cytoskeletarni strukturou a spolu s aktinovymi
mikrofilamenty a intermediarnimi filamenty tvoii bunécny cytoskelet. Maji svoji diilezitou
roli v procesu bunééného déleni, pohybu bunck, signalizaci, bunééném transportu
a udrzovani tvaru bunék. Zakladni stavebni jednotkou jsou tubuliny — a a 3 tubuliny, které
tvoii heterodimery, ty se nasledné polymeruji do protofilament a 13 protofilement vytvari
findlni mikrotubulus (Lowe et al. 2001; Nogales 2000; Downing a Nogales 1998).
Nerovnovaha a poruSend dynamika tvorby a rozkladu mikrotubuli vede k chybam
segregace chromozomil a genomické nestabilit¢ (Hanahan a Weinberg 2011; Wilhelm et al.
2020).

Taxany se vazi na B tubulin a preferencné dochézi k zastaveni bunééného cyklu
béhem G2/M kontrolniho bodu (Parness a Horwitz 1981; Horwitz 1994). K zastaveni
bunééného cyklu v G2/M  kontrolnimu bodu dochazi pravdépodobné aktivaci
cyklin-dependentni kinazy CDK1 a akumulaci cyklinu B1 a nésledujici aktivaci/deaktivaci
proteind z rodiny Bcl-2 (Ibrado et al. 1998; Ling et al. 1998; Sakurikar et al. 2012).

Taxany svoji funkei a vazbou na mikrotubuly naruSuji zejména funkci mitotického
déliciho vieténka. NaruSeni struktury dé€liciho vieténka je odhaleno diky kontrolnimu bodu
béhem mitotické faze bunééného cyklu vyzadujiciho komplex Cdkl/Cyklin B
(Visconti et al. 2016; Serpico a Grieco 2020).

Také byl popséan vliv PTX na vytvéareni kapilar a mikrocév, zejména jeho cytotoxicky
efekt na proliferaci endotelidlnich bunék (Bocci et al., 2013) a snizeni exprese VEGFA
signalizaéni drahy a Angiopoietinu-1 (ANG-1) (Hata et al. 2004; Loo et al. 2005).

PTX taktéZ indukuje produkci mitochondrialniho ROS (z angl. reactive oxygen
species, reaktivni forma kysliku) a oxidativni stres (Cui et al. 2018). Rovnovaha oxidativniho
stresu  rozhoduje o osudu buiky, zda pifezije ¢ dojde k apoptoze
(shrnuto v Clerkin et al. 2008). Mitochondrialni ROS indukovany PTX je schopen aktivovat

STAT signaliza¢ni drahu, coz vede ke snizeni exprese proteinu UCP2 (Uncoupling protein
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2). Protein UCP-2 snizuje mnozstvi ROS v mitochondriich, takze snizeni jeho exprese vede
k indukci bunécné smrti po podani PTX (Su et al. 2012; Huang et al. 2019).

Findlnim mechanismem indukovanym taxany je apoptéza. Taxany indukuji obé
hlavni apoptotické drahy — vné&jsi (extrinsickd) 1 vnitini (intrinsickd) (Wang et al. 2000).
Byla popséna aktivace apoptozy aplikaci PTX skrz drahu aktivovanou tzv. receptory smrti
— Fas ¢i DR4/DRS5 receptory (Huisman et al. 2002; Huang et al. 2020c; Hunter et al. 2011;
Kim et al. 2003). Taxany taktéz indukuji fosforylace anti-apoptotického proteinu Bcl-2 a tim
prevazuji vahu pro-apoptotickych proteinti v bunice (Hiisemann et al. 2020).

Zjednodusené schéma mechanismu ucinku je vyobrazeno na Obrazku 7.
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Obrazek 7. Mechanismus u¢inku taxant (paklitaxelu) na zjednoduseném schématu. Hlavnim

mechanismem ucinku paklitaxelu je vazba na mikrotubuly a naruseni jejich funkce. Schéma
vytvofeno pomoci www.biorender.com.

1.3.2 Metabolismus taxani

Taxany jsou primarné metabolizovany v jatrech a metabolity jsou vylucovany zluci.
Hlavnimi enzymy metabolismu taxani jsou enzymy z nad-rodiny cytochromid P450
(Gligorov a Lotz 2004). Paklitaxel je metabolizovan enzymy CYP3A4 a CYP2CS8 (Dai et al.
2001; Cresteil et al. 2002). V ptipad¢ docetaxelu to jsou enzymy CYP3A4 a CYP3AS (Shou
et al. 1998).

Hlavnim metabolitem paklitaxelu, ktery vznikd hydroxylaci enzymem CYP2C8
na pozici C6 je 6a-hydroxy-paklitaxel a 3"-p-hydroxyfenyl-paklitaxel, ktery vznikd pomoci
CYP3A4 hydroxylaci v pozici C13. Hlavni metabolickd draha docetaxelu zahrnuje
hydroxylaci postranni terc-butylové skupiny enzymy CYP3A4 ¢i CYP3AS, za vzniku

alkoholové skupiny. Ta je nasledn¢ oxidovana na nestaly aldehyd a cyklizaci vznikaji dva
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diastereoisomerické hydroxy-oxazolidinony (Joerger 2015; Vaclavikova et al. 2004; Botek-
Dohalska a Stiborova, 2000).

V druhé¢ fazi metabolismu nastupuji enzymy detoxifikujici vzniklé metabolity — UGT
enzym (UDP-glucuronosyl transferasa), GST (Glutathion S-transferasa), SULT
(sulfotransferasa), NAT (N-acetyltransferasa) (Jancova et al. 2010).

1.3.3 Rezistence k taxanim

Rezistence k taxanim je piikladem mnohocetné Iékové rezistence a jde tedy
o multifaktorialni proces. Dochéazi k naruseni mnoha procest zahrnujicich naruseni jejich
metabolismu, transportu, ke zméndm ve struktuie mikrotubultl zabrafnujicich vazb¢ taxand,
zméndm v apoptdze, alteraci DNA reparacnich drah a regula¢nich mechanismti genové
exprese (nekodujici RNA a epigenetické modifikace) (Obrazek 8). V této kapitole jsou

alterace téchto procest, které stoji za vznikem rezistence, detailnéji popsany.
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Obrazek 8. Zjednodusené schéma hlavnich mechanismi stojicich za rozvojem rezistence k taxantim
— zejména paklitaxelu a docetaxelu. Mezi tyto mechanismy fadime transport 1éCiv a jejich
metabolismus, strukturni zmény tubulinti a aktivity MAP proteint, alterace apoptdzy a nadorového
mikroprostfedi. Dilezitou roli rovnéz maji mechanismy regulujici expresi geni — epigenetické
modifikace a nekodujici RNA (miRNA, IncRNA). Schéma vytvoteno pomoci www.biorender.com

Jednim z procest stojicich za rozvojem rezistence k taxantim je naruSeni jejich
metabolismu, které vede ke zmeéne¢ jejich vnitrobunééné koncentrace. Rezistence k taxantim
byvd spojovana se zvySenou expresi enzymu znad-rodiny cytochromi P450
metabolizujicich PTX (CYP2C8 a CYP3A4) & DTX (CYP3A4 a CYP3AS). Zvyseny
metabolismus 1éCiv vede k efektivnéjsi tvorbé metabolitli, které uz nevykazuji dostate¢nou

ucinnost v porovnani s origindlnim 1é¢ivem (Vaclavikova et al. 2004). Byla téZ prokazana
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aktivita PTX/DTX v aktivaci transkripéniho faktoru NR112, ktery indukuje expresi
CYP2C8, CYP3A4 (Synold et al. 2001). Taktéz geneticka variabilita cytochromi mtize
ovliviiovat jejich schopnost metabolizovat taxany, napi. zména P404A v CYP2CS8 snizila
afinitu vazby mezi CYP2C8 a PTX v porovnani s wild-type formou CYP2CS, oproti tomu
varianta [264M méla opacny efekt (Jiang et al. 2011; Leskeld et al. 2011; Lambrechts et al.
2015; Gréen et al. 2011). ZvySena exprese CYP1BI1 byla také pozorovana ve spojitosti
s rezistenci k PTX (Zhu et al. 2015).

Zvyseny transport 1éCiv ven z buiiky je dalsim a jednim z hlavnich mechanismu
rezistence, véetn¢ taxant. Zejména zvySend exprese ABCBI1 je spojena s rezistenci
k taxanim (Patch et al. 2015; Scotto et al. 1986; Fojo et al. 1985; Shen et al. 1986), protoze
taxany (PTX 1 DTX) jsou také dobrym substratem pro transport pomoci transportérit ABCB1
(Genovese et al. 2017; Wang et al. 2006). S rezistenci k paklitaxelu je spojovan nejen dobie
znamy transportér ABCB1 (Januchowski et al. 2013; 2014; 2017), ale i ABCB4
(Genovese et al. 2017), ¢i ABCB3, ABCB4, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCG2
(Némcova-Fiirstova et al. 2016; Auner et al. 2010). Genetickéd variabilita ABCB1 muze
ovliviiovat jeho schopnost transportovat paklitaxel (Gao et al. 2014), ale tato problematika
vyzaduje detailnéjsi studium (Johnatty et al. 2013).

Naruseni transportu taxan do nitra bunky ma také svoji roli v rozvoji rezistence.
ZvySena exprese SLCO1B3, SLC22A1, SLC22A2 a SLC31A1 byla pozorovana u PTX
rezistentnich nadorovych buné€k (Takano et al. 2009; Gaudelot et al. 2017; Gupta et al. 2012).
Ve studii zroku 2012 byl pozorovan vztah mezi expresi a genetickou variabilitou
transportértit SLC31A2, SLC43A1, SLC35A5, SLC41A2 se senzitivitou nddorovych bunék
k PTX (Njiaju et al. 2012).

Dilezitou roli maji zmény struktury mikrotubulti, které mohou bréanit vazbé taxant
k mikrotubulim a tim zabranit jejich funkci. UZ jenom existence né€kolika isoforem
B tubulinti vede k naruseni ideélni efektivity taxana. V fad¢ studii byla prokdzana asociace
vysoké exprese isoformy B3 s rezistenci k taxaniim u solidnich nadort napf. karcinomu
ovarii (Du et al. 2015; Kavallaris et al. 1997; Mozzetti et al. 2005), pankreatu
(Lee et al. 2007; McCarroll et al. 2014), prsu (Yuan et al. 2012; Shalli et al. 2005), prostaty
(Sobue et al. 2016; Ploussard et al. 2010). S rezistenci k taxantim jsou t€Z spojovany mutace
v nejcastéjsi isoformeé — B1 tubulinu napt. A185T, A248V, R306C, F270V, A364T, F2701
¢i D26E (Yin et al. 2010; Zhou et al. 2002; Hara et al. 2010; Hari et al. 2006). Funkcné

vyznamné mutace se nejcastéji vyskytuji ve vazebnych mistech paklitaxelu na mikrotubuly.
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Neopomitelnou roli maji proteiny asociované s mikrotubuly, tzv. MAP proteiny,
které ovlivnuji funkci mikrotubull bez zmény jejich struktury. NejzndméjSimi zastupci této
skupiny proteini jsou motorové proteiny — kinesiny. S rezistenci k taxanim jsou spojovany
KIF18A/18B (Leung a Cassimeris 2019), KIF14 (Wang et al. 2016), KIF14/23/18B/24/C1
(Galletti et al. 2020), KIFC3/5A (Tan et al. 2012), KIF20A (Khongkow et al. 2016; Li et al.
2018). Vysledky n¢kolika studii zamétenych na protein Stathmin, indukujiciho destabilizaci
mikrotubulG, ho spojuji srezistenci ktaxanim, zejména jeho zvySenou expresi
(Sun et al. 2015; McGrogan et al. 2008; Su et al. 2009; Balachandran et al. 2003; Alli et al.
2007). Snizeni exprese proteinit MAD2 a BubR1, které jsou soucasti tzv. SAC komplexu
(z angl. Spindle Assembly Checkpoint), podilejiciho se na separaci chromosomi béhem
mitézy je taktéz spojovana srezistenci k PTX (Lara-Gonzalez et al. 2012
Bargiela-Iparraguirre et al. 2014; Furlong et al. 2012; Chong et al. 2018; Sudo et al. 2004).
TAU protein vazajici se do stejného mista jako PTX je také spojovan s rezistenci a jeho
umélé snizeni exprese zvysilo citlivost k PTX v in vitro modelu karcinomu ovarii — bunééné
linii SKOV-3. (Smoter et al. 2011; 2013; Gurler et al. 2015).

NaruSeni normdlniho pribéhu apoptézy mé svoji ulohu v rozvoji rezistence.
Nejcastéji je pozorovana zvySena exprese anti-apoptotickych proteinii Bel-2 a Bel-XL
(Stover et al. 2019; Huang et al. 1997), snizena exprese pro-apoptotickych proteint jako Bax
(Strobel et al. 1996) a taktéz exprese transkripniho faktoru NF-«kB regulujiciho jejich
expresi (Mabuchi et al. 2004). Genetickd variabilita v genu pro Bcl-2 ma pravdépodobné
vliv na odpovéd’ na paklitaxel (Ben-Hamo et al. 2019). Taktéz protein Mcl-1, ktery je
soucasti Bcl-2 rodiny proteinli a podili se na ochrané¢ vnéj$i mitochondridlni membrany,
pravdépodobné piispiva k rozvoji rezistence (Habata et al. 2016; Wertz et al. 2011;
Morciano et al. 2016).

Z hlediska genetické variability souvisi s rozvojem rezistence pfitomnost mutaci
v jednom z nejdiilezitéjSich tumor supresorovych proteinli — protein p53, ktery je spojovan
s karcinogenezi obecné (Cao et al. 2020; Mantovani et al. 2019). Studie genové editace
vedouci k obnové tadné funkce p53 v rezistentnich nadorovych buiikach obnovovaly
apoptézu (Cao et al. 2020; Giannakakou et al. 2000; Chan a Lung 2004). S rezistenci jsou
spojovany nejenom mutace, ale 1 zvySena exprese p53 (Schmidt et al. 2003). Mechanismu
role p53 v rezistenci k PTX byl jiz nastinén v n€kolika studiich. PTX indukuje expresi

proteinu p38, ktery fosforyluje protein p53 a degraduje komplex s MDM2, ¢imZ dochazi
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k stabilizaci p53. Stabilizovany p53 aktivuje EGFR, ktery je schopen zastavit apoptozu
indukovanou PTX (Gan et al. 2011; Lu et al. 2007; 2008).

Vliv nadorového mikroprostiedi a zejména jeho slozeni neodmyslitelné reguluje
reakci nddorové buiky na léCivo (Wu et al. 2021; Junttila a de Sauvage 2013). Byla
pozorovana asociace CAFs (z angl. Cancer Associated Fibroblasts) a TAMs (z angl. Tumor
Associated Macrophages) s rezistenci k PTX v pfipadé nddorovych bunécnych linii
karcinomu ovarii a kolorekta (Wang et al. 2018b; Zhang et al. 2017; Olson et al. 2017;
Lietal. 2017).

V neposledni fad€ svoji nezastupitelnou roli v rozvoji rezistence maji epigenetické
modifikace regulujici expresi fady cilovych geni. Rezistence k PTX je nejcastéji spojovana
s histon metyltransferazou EZH2 (z angl. Enhancer of Zeste Homolog 2) (Czermin et al.
2002; Yamaguchi a Hung 2014), ktera ¢asto umlc¢uje protein p16, které je nedilnou soucésti
regulacniho bodu buné¢ného cyklu (Liu et al. 2019).

Neopomenutelnou regulacni entitou jsou nekodujici RNA, nejvice prostudované jsou
v tomto ohledu mikroRNA (miRNA). Jejich abnormalni exprese vede ke zméné exprese
cilovych gent, které uz maji samostatny funk¢ni dopad na rozvoj rezistence. Um¢lé sniZeni
exprese nekolika miRNA mélo za G€inek zvySeni citlivosti bun€k k PTX, napt. miR-1307
(Chen et al. 2017), miR-630 (Eoh et al. 2018). Oproti tomu zvySeni exprese miR-136
a snizeni exprese miR-591 zvysilo senzitivitu nadorovych bun€k karcinomu ovarii k PTX
(Jeong et al. 2017; Huh et al. 2013). Kuptikladu zvySeni exprese miR-146a sniZuje expresi
SOD2, coz vede ke zvySené akumulaci ROS a zvySeni apoptdzy, a tim vlastné citlivosti
k PTX (Cui et al. 2016). Snizend exprese miR-200c a miR-194-5p vede také pravdépodobné
k rozvoji rezistence (Nakamura et al. 2019; Cittelly et al. 2012; Brozovic et al. 2015).
Ve studii Kenworthy et al. predikovali regulaci expresi ABCB1 pomoci miRNA-149
(Kenworthy et al. 2018). DalSimi miRNA s predikovanou roli v rozvoji rezistence
k taxanim jsou miR-31, miR-130a, miR-451, miR-363 a mnoho dalSich
(Mitamura et al. 2013; Fujita et al. 2015; Mohamed et al. 2018; Huang et al. 2016). Velky
souhrnny piehledovy ¢lanek z roku 2020, ktery proSel 497 publikaci zabyvajicich se celkem
350 miRNAs v souvislosti s rezistenci k PTX popsal profil spojovany s rezistenci k PTX je
spojovan se zvysSenou expresi miR-106a, miR-182, miR1307, miR-21, miR-27a, miR-30a,
miR-490-3p a sniZenou expresi miR-141, miR-145, miR-148a, miR-490-3p. Senzitivita
k PTX byla charakterizovana zvysenou expresi miR-29b, let-7i, miR-199a, miR-200a,
miR-200c a miR-215 (Ferreira et al. 2020).
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Role dalsich typti nekddujicich RNA, tzv. dlouhych nekddujicich RNA (IncRNA,
z angl. long non-coding RNA), je detailnéji studovéna az v poslednich letech. Kuptikladu
snizenim exprese IncRNA UCA1 dochazi ke snizeni exprese miR-129 a naslednému zvyseni
exprese ABCBI, ktera vede ke zvysené rezistenci bun¢k k PTX (Wang et al. 2018a). Exprese
ABCBI je také pravdépodobné regulovana IncRNA BC032585 (Zeng et al. 2019). Oproti
tomu snizeni exprese IncRNA FER1L4 zvySuje rezistenci bun¢k k PTX (Liu et al. 2018b).
Regulace exprese ABC transportéru ABCCI, ktery je také spojovan s rezistenci, byla
pozorovana pro IncRNA LINCO1118, ktera jej reguluje skrz miR-134 (Shi a Wang 2018).
Jedna z nejvice studovanych IncRNA — MALAT]I, je také spojovana s rezistenci k PTX
a adriamycinu u karcinomu prsu (Yu et al. 2020). Dal§imi kandidatnimi IncRNA s roli
v rezistenci k taxanlim jsou — XIST, HORASS, SDHAPI, ¢i NEAT1 (Huang et al. 2020b;
Pucci et al. 2020; Zhao et al. 2020; An et al. 2017).

1.4 Pfekonani mnohocetné 1ékové rezistence

Vznik a rozvoj MDR je velmi zavaZznou ptekazkou v Uspé$né terapii nddorovych
onemocnéni. Proto jsou hledany moznosti, jak tento fenomén piekonat. Jednou z moznosti
prekonani mnohocetné lékové rezistence je syntéza novych 1éciv ¢i modifikace ménici
strukturu jiz stavajicich léCiv s cilem zvysit jejich i¢innost v porovnani s ptivodnim 1é¢ivem.

Taxany, jako jedny z nejcastéji a nejdlouhodobéji pouzivanych 1é€iv, jsou Castym
cilem zajmu védch vénujicich se jejich strukturnim modifikacim zvySujicim jejich ucinnost
a eliminaci nezadoucich ucinkl. A pravé derivatim konvencnich taxanii byla vénovéna
pozornost v predkladané praci.

Nejznaméjsi konvencni taxany PTX a DTX jsou oznacovany jako prvni generace.
Do druhé generace je fazen dnes klinicky vyuZivany cabazitaxel a nab-paklitaxel. Do nové
generace taxant, které jsou uz testovany v ramci klinickych studii, jsou pak zatfazeny
napf. liposomalni formy PTX (LEP-ETU, EndoTAG®-1, Lipusu®) (Koudelka a Turanek
2012). Liposomalni formy PTX vykazuji méné vedlejSich efektti nez PTX, ale srovnatelny
protinadorovy uc¢inek (Huang et al. 2018; Liu et al. 2018a). Slibné vysledky byly v pocatku
pozorovany pro tesetaxel u karcinomu prsu a zaludku, ale vyvoj a testovani byl roku 2021
prerusen (Tanaka et al. 2012; https://ascopost.com/). V klinickych studiich je testovan
1 larotaxel a jeho liposomalni forma (Metzger-Filho et al. 2009; Li et al. 2021;
Sternberg et al. 2013; Diéras et al. 2008).
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1.4.1 Stony Brook taxany (SB-T)

Potencialné ucinnou skupinou latek pro vyuziti v 1é¢bé¢ rezistentnich forem nadort
ptredstavuji nové derivaty klasickych taxanii nazyvané Stony Brook Taxany (SB-T) dle mista
svého vzniku v laboratofich prof. Iwao Ojimy (New York University at Stony Brook, NY,
USA). Jsou syntetizovany s cilem piekonat mnohocetnou lékovou rezistenci zpiisobenou
nejenom P-glykoproteinem, ale také zvySenou expresi B3 tubulinu ¢i zménou vazebného
mista na mikrotubulech (Ojima et al. 2008; Matesanz et al. 2014).

Na zékladé rozsdhlych strukturné-aktivnich studiich (tzv. SAR studie, z angl.
structure-activity relationship) se jako nejslibnéj$i pro dalsi studium zdaji byt derivaty
paklitaxelu nesouci rizné syntetické modifikace v polohach C-2, C-10, C-3" a C3'N
paklitaxelu a jsou oznacovany jako SB-T taxany druhé generace (Ferlini et al. 2003; Geney
et al. 2005; Ojima a Das 2009). SAR studie také ukazaly, ze: 1) phenylova skupina na C3
neni esencialni pro aktivitu PTX, ii) zména skupiny na C10 a C3 dokaze zvysit aktivitu noveé
molekuly az dvakrat oproti PTX. Rada tchto derivatd druhé generace byla testovana
z hlediska mechanismu piisobeni a prokdzala svoji uc€innost u riznych typl rezistentnich
nadorovych bunék napt. derivaty SB-T-1213, SB-T-1214 a SB-T-1216 (Ojima et al. 1996;
2008; Matesanz et al. 2014). Prehled vysledki studii zamétenych na G¢innost SB-T druhé
generace a dalSich potencialnich taxanovych derivatl byl publikovan proj. Ojimou v roce
2016 (Ojima et al. 2016). Napt. efektivita SB-T-1214 by mohla spocivat v indukci piedem
chybéjici exprese proteinli p21 a p53 ¢i snizenim exprese P-glykoproteinu a CYP3Al, jak
poukazuji studie (Botchkina et al. 2010; Otova et al. 2012).

Na studiich u¢innosti SB-T taxant se podili i laboratofe Odd. Toxikogenomiky SZU
a 3. LF UK v Praze v ramci unikatni spoluprace s americkym pracovistém prof. Ojimy.
V ramci téchto studii byla prokdzdna Uc¢innost taxanovych derivati fady 1214 a 1216
v rezistentnich nddorovych buiikach a popsany principy indukce apoptozy, které tyto taxany
vyvolavaji (Ehrlichova et al. 2005; Ehrlichova et al. 2005; Gut et al. 2006; Kovar et al. 2009;
Voborilova et al. 2011; Ehrlichova et al. 2012; Némcova-Fiirstova et al. 2016; Jelinek et al.
2018). Mechanismus tc¢inkt SB-T taxanovych derivatl je lehce odlisny od PTX — formuji
krat§i mikrotubuly, na rozdil od PTX, ktery indukuje tvorbu dlouhych a rovnych
mikrotubuld (Ojima et al. 2008; Matesanz et al. 2014). Dalsi typ SB-T taxanu druhé generace
tzv. fluorinované¢ SB-Ts (SB-T-12851, SB-T-12852, SB-T-12853, SB-T-12854) také
prokazaly veétsi efektivitu nez PTX v rezistentnich linii in vitro. Jejich vyssi aktivita

pravdépodobné spociva v aktivaci kaspaz 3/2/9 a zastaveni bunécného cyklu v G2/M bloku
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(Voborilova et al. 2011). SB-T derivaty druhé generace byly testovany rovnéz v in vivo
modelech (Geney et al. 2005; Otova et al. 2012; Mohelnikova-Duchonova et al. 2017), kde
prokazaly sviij u¢inek na lymfomy ¢i karcinom pankreatu. Konkrétné efektivita SB-T-1216
na in vivo modelu karcinomu pankreatu odvozeného od linie Paca-44, u¢inek tohoto SB-T
pravdépodobné spocival ve snizeni exprese ¢lenid dvou signaliza¢nich drah — Hedgehog
a KRAS, které maji dilezitou roli v rozvoji rezistence (Mohelnikova-Duchonova et al. 2017;
Oliverius et al. 2019; Liang et al. 2021). SB-T-1214 zas prokézal svoji efektivitu i v in vivo
modelech karcinomu pankreatu a stieva, odvozenych od rezistentnich linii CFPAC-1,
respektive DLD-1 (Ojima et al. 2008). Studie in vivo odhalily kromé& vysoké ucinnosti
SB-T taxant druhé generace i jejich pomérné vysokou systémovou toxicitu. Na zakladé
téchto zjisténi vznikla potieba vyvijet dalsi latky, napt. konjugéty taxanti druhé generace
s folatem ¢i biotinem pro vétsi cileni €i zavést dalsi substituce ve struktufe taxanti sniZujici
projevy toxicity a umoznujici podavani latek vco nejnizSich koncentracich
(Ojima et al. 2014) ¢i latky s dalSimi substituenty. I proto byly v roce 2016 syntetizovany
zcela nové derivaty taxanl tzv. tfeti generace s nasledujicimi modifikacemi C2 pozice
taxanl druhé generace (3-OCF3 a 3-OCFzH ¢i 3-CH3). Tyto latky jsou mnohem u€innéjsi
v bunéénych liniich reprezentujicich modely mnohocetné 1ékové rezistence (NCI/ADR,
LCC6-MDR a LDL-1) neZ taxany druhé€, natoZ prvni generace, coZ umoziuje jejich vyuZiti
v opravdu nizkych koncentracich (Wang et al. 2020). Efekt SB-T tfeti generace,
SB-T-121205, byl sledovan v MCF7/PTX-RES linii. SB-T-121205 vedl ke sniZeni aktivity
PI3K/AKkt signélni drahy a inhibici migra¢nich a invazivnich schopnosti naddorovych bun¢k
(Zheng et al. 2017). In vitro G€innost téchto derivatl je soucasti aktualnich studii a in vivo
experimenty dosud nebyly s témito latkami provadény, a proto byly zatazeny do predkladané
disertacni prace.

Piehled strukturnich modifikaci PTX a nov€ syntetizovanych taxanti, které byly
pfedmétem studia v pfedkladané disertani praci je zobrazen na Obrazku 9. Potencidl
SB-T taxanti pro zefektivnéni 1€Cby rezistentnich a vysoce agresivnich forem nadora je
obrovsky, a proto je studium jejich U¢innosti in vitro a nasledné i in vivo velmi aktudlni

a dtlezity jako zakladni pfedpoklad pro jejich zahrnuti do dalSich fazi klinického vyzkumu.
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—X

Taxan Substituent

R! R? R3 X
Paklitaxel Ac Ph PhCO H
2. generace SB-T taxant
SB-T-1214 c-PrCO i-butenyl t-Boc H
SB-T-1216 Me,NCO i-butenyl t-Boc H
3. generace SB-T taxant
SB-T-121402 c-PrCO i-butenyl t-Boc Me
SB-T-121602 Me,NCO i-butenyl t-Boc Me
SB-T-121605 Me,NCO i-butenyl t-Boc OCF,
SB-T-121606 Me,NCO i-butenyl t-Boc QOCF,H

Obrazek 9. Prehled novych SB-T derivatt paklitaxelu zatazenych do studii v ramci této disertacni
préce.
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2 Hypotéza a cile prace

Lécba solidnich nadorii s obecné Spatnou progndzou jako je karcinom ovaria, je
komplikovéana celou fadou faktor véetné€ vzniku a rozvoje mnohocetné 1€ékové rezistence.
Hypotéza této prace je zalozena na tom, ze molekularni profily pacientek s karcinomem
ovarii se diky heterogenité¢ nadorové masy u pacientek s riznymi typy ¢i stadiem nadoru
a s rozdilnou citlivosti na poddvanou chemoterapii vyznamné odlisSuji. Na zéklad¢ téchto
molekularnich profili pak lze identifikovat jak prognosticky, tak prediktivné dilezité
biomarkery. Dalsi hypotézou vazanou na vyskyt MDR u pacientek s karcinomem ovarii je
fakt, ze strukturni derivaty konvencné vyuzivanych chemoterapeutik napf. taxani mohou
byt vyznamné u¢inngjsi praveé u rezistentnich forem nadorovych bunék karcinomu ovarii.
Nalezeni takovych ucinnych chemoterapeutik by mohlo mit zisadni vliv na lécbu
rezistentnich nadorda.

Hlavnim cilem ptedkladané prace byla analyza komplexniho molekularniho profilu
nadorové tkdné karcinomu ovarii u pacientek s rozdilnou odpovédi na adjuvantni
chemoterapii ve snaze odhalit molekularni determinanty ve vzniku a rozvoji lékové
rezistence, zejména ke konvencné podavanému taxanu — paklitaxelu a platinovym derivatim
— cisplating, ¢i karboplatiné. Konkrétn€ byla vénovana pozornost zejména alteracim
v expresi membranovych transportérit a DNA reparacniho systému. Nalezené vyznamné
molekularni determinanty by mohly byt potencidlné vyuzity jednak jako prognostické

a prediktivni biomarkery v klinické praxi, tak ptipadné bunécné terapeutické cile.
Ke splnéni uvedeného cile byly provedeny tyto analyzy;

1) Stanoveni profilu genové exprese membranovych ABC transportéri pomoci PCR
vrealném cCase v nadorové tkani pacientek skarcinomem ovaria a pomoci
bioinformatické analyzy stanoveni rozdilli genové exprese pro pacientky s dobrou
a Spatnou odpovédi na chemoterapii.

2) Zavedeni metodiky RNA sekvenovani nové generace a na jejim zéklad€ stanoveni
komplexni profilu geni DNA reparacnich drah v nddorové tkéni pacientek
s karcinomem ovaria.

3) Zavedeni bioinformatického hodnoceni RNA sekvenovani a provedeni analyzy
vztahli genového expresniho profilu s klinickymi daty, 1é¢ebnou odpovéedi

a pfezivanim pacientek s karcinomem ovaria.
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4) Zavedeni studia celogenomového DNA metyla¢niho profilu pomoci metylacnich
mikrocipu.
5) Zavedeni bioinformatického hodnoceni metyla¢nich mikroc¢ipti a korelac¢nich

analyz s expresnim profilem a klinickymi daty.

Druhym cilem této prace bylo sledovani Gc¢innosti molekularniho mechanismu
novych derivatd taxanli — tzv. Stony Brook taxani (SB-Ts) v in vitro a in vivo modelech
rezistentniho karcinomu ovaria a porovnani jejich pusobeni s konvencnim taxanem

paklitaxelem.
Splnéni tohoto cile zahrnovalo provedeni nasledujicich experimentt a analyz;

1) Analyza ucinnosti a toxicity klasickych a novych derivatd taxani (SB-Ts)
v in vitro modelech sensitivnich a rezistentnich bunék ovarialniho karcinomu.

2) Zavedené in vivo CDX modelu mySich xenograftii pro studovani ucinnosti
a systémové toxicity taxanovych derivati.

3) Sledovani ucinnosti a toxicity taxanl v in vivo modelech karcinomu ovaria

odvozenych z rezistentnich nadorovych bunck karcinomu ovaria.
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3 Material a metody

V této kapitole jsou ve zkratce shrnuty vzorky a experimentdlni modely vyuzité
v predkladané disertacni praci s naslednym souhrnem jednotlivych pouzitych metod v rdmci
této prace. Podrobné postupy pouzitych metod a veskerych reagencii véetné podrobného
hodnoceni ziskanych dat, jsou uvedeny v jednotlivych publikacich, které jsou ptilohami

predkladané disertacni prace.

3.1 Vzorky tkani pacientek s karcinomem ovarii

Ve studiich byly pouzity vzorky nadorové tkané a periferni krve pacientek
s karcinomem ovarii. Sbér vzorkl zarazenych do studie probihal ve spolupraci
s Gynekologicko-porodnickou klinikou Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady (FNKV),
Gynekologicko-porodnickou klinikou Fakultni nemocnice v Plzni (FNP) a Gynekologicko-
porodnickou klinikou Fakultni nemocnice v Motole (FNM) zejména v letech 2009-2018.

Vzorky tkani byly histopatologicky vySetfeny pro stanoveni piesné diagndzy
a nasledné zamrazeny a uskladnény pti -80 °C. Periferni krev byla zpracovana a ziskané
separaty (sérum, plazma a erytrocyty) byly nasledné taktéz uskladnény pii -80 °C.

Vsechny pacientky byly pfedem informovany o charakteru studii a podepsaly
informovany souhlas o zatfazeni do probihajicich studii. Studie byly schvaleny etickymi
komisemi instituci podilejicich se na studiich (SZU (schvéleni ¢. EK-VP/25/0/2018), FNKV,
FNP a FNM) a byly provedeny v souladu s Helsinskou deklaraci.

Pro externi validaci vysledkli expresnich profili byly vyuZity data pro pacientky
s karcinomem ovarii (TCGA-OV) z TCGA databaze ziskané pomoci RNA sekvenovani
(Bell et al. 2011).

3.2 Buné¢né linie karcinomu ovarii

Pro in vitro experimenty byly pouzity celkem dvé bunécné linie karcinomu ovarii:
NCI/ADR-RES (National Cancer Institute, Frederick, MD, USA), SKOV-3 a OVCAR-3
(Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Némecko). Bunécna linie NCI/ADR-RES
s ptirozené vysokou rezistecni vii€i paklitaxelu je odvozena od high-grade ser6zniho
karcinomu ovarii a pouzivdna jako model pro studium mnohocetné lékové rezistence
in vitro. Bun&€na linie SKOV-3 je odvozena z ascitu pacientky s epitelidlnim karcinomem
ovarii. Bunétna linie OVCAR-3 reprezentuje taktéZ high-grade serézni karcinom ovaria.
Vsechny linie byly kultivovany na RPMI 1640 médiu s piidavkem L-glutaminu (300 mg/1),
NaHCOs3 (2.0 g/l), penicilinu (100 U/ml), streptomycinu (100 pg/ml), sodium pyruvatu
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(1 mM), HEPES 15 mM), a fetalniho bovinniho séra o findlni koncentraci 10 % (PAN-
Biotech, Aidenbach, Némecko).

Linie byly kultivovany pii 37 °C a s 5% CO; v inkubéatoru. Bunécné linie byly
pravideln¢ kontrolovany na pfipadnou pfitomnost mykoplasmy pomoci MycoAlert
mycoplasma detection kitu (Lonza, Basilej, Svycarsko).

Pro tucely experimentd byly téz pfipraveny rezistentni klony SKOV-3/RES
a OVCAR-3/RES k paklitaxelu dlouhodobou kultivaci bunék s 500 nM paklitaxelu,
respektive 300 nM v ptipadé OVCAR-3/RES (ve skupiné prof. RNDr. Jana Kovare, DrSc.
ze 3. Iékatské fakulty UK).

3.3 Xenografty

Pro in vivo experimenty zamétené na testovani SB-T derivati taxani a paklitaxelu
byl zaveden in vivo model — xenograft s pouzitim bunécné linie karcinomu ovarii —
NCI/ADR-RES. Pro zavedeni modelu byly pouZity imunodeficientni mys$i kmene Athymic
Nude Crl:NU(NCr)-Foxn1™ (Charles River Laboratories, Freiburg, Némecko). Bezsrstnaté
mysi tohoto kmene jsou bez brzliku, nejsou tedy schopné produkovat T-bunky. MysSim ve
stafi ~ 6-8 tydnt byla aplikovana suspenze bunék NCI/ADR-RES o objemu 200 pl
o celkovém mnoZstvi bunék 2 x 10° subkutinné v oblasti hibetu. Nasledné experimenty byly
zahajeny pfi dosaZeni velikosti nddoru ~ 100 mm?>. In vivo experimentalni ¢ast byla na
0dd. Toxikogenomiky SZU v Praze v rAmci této disertani prace zavedena a provedeny

pilotni experimenty.

3.4 Taxany

V ramci in vitro a in vivo experiment byly analyzovany nové SB-Ts, druhé generace
(SB-T-1214 a SB-T-1216) a tfeti generace (SB-T-121402, SB-T-121605 a SB-T-121606),
které byly syntetizovany v laboratofi prof. Ojimi (popsano v kapitole 1.4.1). PTX pro
in vitro experimenty byl pofizen u firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MA, USA). PTX
a SB-Ts byly rozpustény v DMSO pro zasobni i pracovni roztoky. Pro in vivo experimenty
byla pouZita infuzni forma PTX — Paclitaxel EBEWE 6 mg/ml (Ebewe Pharma, Unterach

am Attersee, Rakousko).

3.5 Zakladni zpracovani vzorki

Zakladni zpracovani tkané od pacientek s karcinomem ovarii ¢i tkané z mySich
xenograftll zahrnovalo homogenizaci tkdné pomoci misky a tloucku pod tekutym dusikem.
Nésledné byly zpracovany pomoci AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kitu (Qiagen,
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Hildesheim, Némecko) dle instrukei vyrobce. Tento postup byl pouzit i u vzork z in vitro
experimentll s dostatecnym mnozstvim vstupniho materidlu. V pfipadé malého mnoZzstvi
vstupniho materidlu byla celkovda RNA izolovana pomoci modifikované fenol-
chloroformové metody s vyuzitim TRIzol® Reagent (Invitrogen™, Waltham, MA, USA)
v souladu s instrukcemi vyrobce. Izolovand RNA byla skladovana pfi -80 °C, DNA a protein
pfi -20 °C. Izolace DNA z periferni krve byla provedena fenol-chloroformovou metodou
podle Topi¢ a Gluhak (Topi¢ a Gluhak 1991) panem Stanislav Horskym (SZU). DNA
izolavana obéma metodami byla skladovana pii -20 °C.

Koncentrace izolované RNA byla stanovena pomoci Quant-iT RiboGreen RNA
Reagent and Kit a v ptipadé¢ DNA byl vyuzit Quant-iT PicoGreen dsDNA Reagent and Kit
(oba Invitrogen™). Koncentrace proteinu byla stanovena kitem Pierce BCA Protein Assay

kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA).

3.6 In vitro experimenty

3.6.1 Analyza cytotoxicity — riist a prezivani bunék

Nédorové buiiky pro experimenty zaméfené na sledovani jejich riistu a pfezivani byly
nasazeny v mnozstvi 5 x 10° bunék na jamku v 96-jamkové desti¢ce v kultivaénim médiu.
Po 18 hodinach bylo kultivaéni médium nahrazeno Cerstvym meédiem (kontrolni vzorek),
PTX (10 — 10 000 nM), SB-Ts druhé generace (1 — 10 000 nM) a SB-Ts tfeti generace
(0,3 — 3 000 nM). Buniky byly takto inkubovany po dobu 72 hodin. Viabilita bun¢k byla
nasledné stanovena pomoci kitu CellTiter-Blue® viability assay (Promega, Madison, W1,
USA) dle instrukci vyrobce. Vysledna hodnota ICso (50% inhibi¢ni koncentrace) byla
vypocitana ve statistickém softwaru GraphPad Prism. Experimenty byly tfikrat nezavisle
zopakovany. Tyto experimenty provedly kolegyné Ing. Marie Ehrlichov4, Mgr. Kamila
Kouckéa a Mgr. Alzbéta Spalenkova z Odd. Toxikogenomiky SZU.

Sekundarni metodou analyzy viability bunc¢k bylo sledovani bun€k v realném case
pod mikroskopem Etaluma LS720 (Etaluma, Carlsbad, CA, USA). Bunky pro tento
experiment byly nasazeny v mnoZstvi 4 x 10° na jednu jamku v 96-jamkové desti¢ce a po
usazeni bun€k na povrch desticek byly nésledujici den pfidany taxany. Kazd¢ tii hodiny byla
kazda jamka vyfotografovdna z 96-hodinového experimentu. Detekce mrtvych bunék byla
provedena spomoci fluorescencni barvy SYTOX Green (ThermoFisher Scientific,
Waltham, MA, USA). Nésledné vyhodnoceni proliferace buné€k a jejich smrti bylo

provedeno pomoci Lumaquant 8.1 softwaru (Etaluma). Tyto experimenty byly provedeny

50



ve spolupraci s Mgr. Jaroslavem Truksou, Ph.D. a Cristianem Sandovalem- Acufiou, Ph.D.

z vyzkumného centra Biocev.

3.6.2 Analyza bunééného cyklu

Pro analyzu bun&éného cyklu byly buiiky nasazeny o koncentraci 5 x 10° bunék na
jamku v 6-jamkové desti¢ce. Po 18 hodinach bylo kultivaéni médium nahrazeno Cerstvym
kultivaénim médiem ¢i taxany — PTX (300 — 6000 nM), SB-Ts (20 — 300 nM). Po
24-hodinové inkubaci byly buiiky sklizeny, oplachnuty PBS (2%) a fixovany v ledovém
70% etanolu pies noc v 4 °C. Nasledujici den byly buiiky oplachnuty PBS (2x) a barveny
propidium jodidem (50 pg/ml propidium jodidud a 10 pg/ml RNasy) v ultra ¢isté vod€ po
dobu 10 minut. Poté byla fluorescence zmétfena na prutokovém cytometru BD FACSVerse
(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) a vyhodnocena pomoci BD FACSuite
software (Becton Dickinson). Experimenty byly provedeny ve dvou nezéavislych
opakovanich. Analyzu bunéfného cyklu provedly kolegyné Ing. Marie Ehrlichova,
Mgr. Kamila Koucka a Mgr. Alzbéta Spalenkova.

3.6.3 Intracelularni obsah taxanu

Stanoveni intracelularniho obsahu taxanti bylo provedeno pomoci vysokoucinné
kapalinové chromatografie (HPLC). Buniky pro tento experiment byly nasazeny v mnozstvi
5 x 10° bunék na jamku v 24-jamkové desti¢ce bud’ se samotnym kultivaénim médiem
¢i s médiem obsahujicim PTX nebo SB-Ts. Po 120-minutové inkubaci byly bunky
3x oplachnuty studenym PBS a sklizeny naslednou trypsinaci. Lyze bunék byla provedena
pfidanim SDS o finalni koncentraci 2 %. Taxany byly extrahovany pfidanim 2 x 3.5 ml ethyl
acetatu, promichanim a centrifugaci. Nasledn¢ byl Cisty eluat ethyl acetatu byl vysusen pod
proudem dusiku. Poté byly vzorky analyzovany na pftistroji HPLC HP1100 (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA). Detailni popis metody je popsan v publikacich
(Vaclavikova et al. 2003; Ehrlichova et al. 2005). Stanoveni intracelularniho obsahu taxant

provedla RNDr. Radka Vaclavikova Ph.D.

3.7 In vivo experimenty

V téchto experimentech byly testovany rtzné lécebné kombinace, které jsou
sumarizovany v Tabulce 2. Béhem experimentl byl sledovan rist nadorti a jeho velikost
byla v pravidelnych intervalech méfena s vyuZzitim posuvného meéfitka. Experimentalni
jedinci byli usmrceni po 6-ti aplikacich, nebo pii vyrazném zhorSeni fyzickém stavu. Po

ukonceni experimentl byla provedena autopsie jednotlivych mysi, byla jim odebrana krev,
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nador, jatra, ledviny a stieva. Tkan& byly uchovany v RNA lateru® (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA), pro stabilizaci nukleovych kyselin pti -80 °C.

Tabulka 2. Pfehled jednotlivych 1é¢ebnych kombinaci pouzitych v in vivo experimentech.

ReZim/Skupina Podivana lécba

I 4% DMSO

I 10 mg/kg PTX

I 9 mg/kg /PTX + 1 mg/kg SB-T-121605
v 7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121605
v 5 mg/kg PTX + 5 mg/kg SB-T-121605
VI 3 mg/kg SB-T-121605

VII 9 mg/kg /PTX + 1 mg/kg SB-T-121606
VIII 7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121606

Studie zahrnujici xenografty byla schvalena Ministerstvem zemédélstvi (rozhodnuti
. 9806/2018MZE-17214), etickou komisi SZU a Ministerstvem zdravotnictvi (rozhodnuti
. MZDR 20330/2018-4/OVZ, schvéaleno 18. 05. 2018), a byla provedena v souladu

(@3

(@]

s doporucenimi pro experimenty se zvitaty.

3.8 Analyza molekularni profilu
3.8.1 Syntéza a kontrola cDNA

Komplementarni cDNA (cDNA) byla pfipravena z 0,5 pg celkové RNA pomoci
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (MBI Fermentas, Vilnius, Litva) dle instrukei
vyrobce.

Ptipadna kontaminace cDNA byly odhalena pomoci amplifikace fragmentu
kontrolniho genu — Ubikvitin C (UBC) metodou PCR (Soucek et al. 2005). Kvalita cDNA
byla dale zkontrolovana pomoci RT-PCR kontrolniho genu — Peptidyl-prolyl izomeraza A
(PPIA).

3.8.2 RNA sekvenovani

Metoda RNA sekvenovéani byla v ramci této prace na Odd. Toxikogenomiky SZU
zavedena a optimalizovana. Vzorky celkové RNA pro piipravu knihoven pro RNA
sekvenovani byly nejdiive zkontrolovany dal$i metodou — stanovenim tzv. RNA integrity
number (RIN). Kvalita RNA byla stanovena pomoci kitu RNA 6000 Nano na piistroji 2100
Bioanalyzer (oba Agilent Technologies). Pro pfipravu knihoven byly vybrany pouze vzorky
s RIN > 5 (o RIN 8,4, rozmezi 5,4-10). Knihovny byly pfipraveny z 500 ng celkové RNA
s vyuzitim QuantSeq 3'mRNA-Seq Library Prep kitu (Lexogen GmbH, Viden, Rakousko).
Kvalita a kvantita pfipravenych knihoven byla zkontrolovana pomoci High Sensitivity DNA
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kitu na pfistroji 2100 Bioanalyzer, respektive pomoci High Sensitivity dsDNA kitu
na piistroji Quibit 4.0 (Invitrogen™). Finalni ekvimolarni smés vSech piipravenych
knihoven byla sekvenovana na pfistroji NextSeq 500 System s vyuzitim NextSeq 500/550
High Output kitu v2.5 (75 cykli) (oba Illumina, San Diego, CA, USA) ve spolupréci
s Institutem molekularni genetiky AV CR.

3.8.3 Analyza metyla¢niho profilu DNA

Metoda studia metylacniho profilu byla v ramci této prace na Odd. Toxikogenomiky
SZU zavedena a optimalizovana. Analyza celogenomového metylaéniho profilu DNA
nadorové tkan¢ byla provedena pomoci mikroCipové technologie — Infinium
MethylationEPIC BeadChip microarray (Illumina). Prvotni krok zahrnoval bisulfitovou
konverzi 500 ng DNA pomoci EZ DNA Methylation™ kitu (Zymo Research, Irvine, CA,
USA). Mikro€ipy byly analyzovany pomoci pfistroje iISCAN (Illumina) ve spolupraci
s Genomics Core Facility (University of Oslo, Oslo, Norsko).

3.8.4 Celoexomové sekvenovani

Knihovny pro celoexomové sekvenovani (WES, z angl. whole-exome sequencing)
byly pfipraveny ze vzorkit DNA (100 ng) z nddorové tkdn¢ a periferni krve s vyuzitim
SureSelect XT Low Input for Illumina kitu, Human All Exon V7 probe setu a Enzymatic
Fragmentation kitu (Agilent Technologies) podle manudlu vyrobce. Koncentrace
ptipravenych DNA knihoven byla pfed i po hybridizaci stanovena pomoci KAPA Library
Quantification kitu (Roche, Basilej, Svycarsko). Finalni DNA knihovny byly smichany
v poméru 90 % knihovny z nadorové tkané a 10 % knihovny pfipravené z periferni krve.
Sekvenace byla provedena na pftistroji NovaSeq 6000 (Illumina) s vyuzitim NovaSeq 6000
S4 Reagent kitu (Illumina, verze 1.5) s nastavenim 2 x 150 cykla. Pipravu knihoven provedl

kolega Mgr. Viktor Hlava¢, Ph.D. z Odd. Toxikogenomiky SZU v Praze.

3.8.5 Real-time PCR

Relativni genova exprese byla méfena na piistroji ViiA7 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) a vyuZitim TagMan Gene Expression Assays
(ThemoFisher Scientific). Experimenty byly provedeny v souladu s podminkami pro
publikovani vysledkt z real-time PCR experimenti (tzv. MIQE kritéria) (Bustin et al. 2009).
Veskeré vzorky byly analyzovany v duplikdtech s maximdlnim rozdilem 0,5 Ct cyklu
v ramci duplikéatu. Kazda reakce taktéZz obsahovala negativni kontrolu pro odhaleni ptipadné

kontaminace piislusné reakce. Pro jednotlivé TagMan Gene Expression Assays byla nejprve
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optimalizovéna teplota pro nasedani primerti. Obecné reakce probihala nasledovné, nejprve
2 min pii 50 °C s naslednou denaturaci 10 min pti 95 °C a 45 cykly: denaturace 15 s pii
95 °C a nasedani primerti/syntéze po dobu 1 min pii teploté 58/60 ¢i 62 °C dle sledovaného
genu. Reak¢ni smés pro 1 vzorek obsahovala 5% Hot FirePol gPCR Mix Plus (1 ul, Solis
Biodyne, Tartu, Estonsko), 20x TagMan Gene Expression Assay (0,25 ul), 8x fedénou
cDNA (2 ul) a NFW (1,75 pl).

3.9 Western blot — analyza proteinové exprese

Vzorky proteinu byly separovany v 12% polyakrylamidovém gelu a nasledné byly
pfeneseny na 0,2um nitrocelul6zovou membranu béhem 3-hodinové inkubace v Towbin
pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% methanol, pH 8,3). Nésledné byly membrany
blokovany s 5% BSA v TBS pufru (100 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, pH 7,5). Pfes noc pfi
4 °C byly membrany inkubovany s primdrnimi protilaitkami a druhy den byly pfidany
sekundérni protilatky s nasledujici 2-hodinovou inkubaci pii pokojové teploté.
Chemiluminiscenéni signdl byl vyvoldn pfidanim SuperSignal™ West Pico PLUS
Chemiluminescent substratu (ThermoFisher Scientific) a membrany byly vyfoceny pomoci
CCD kamery GEL Logic 4000 Pro (Carestream Health, Woodbridge, CT, USA). Analyza
proteinové exprese byla provedena kolegy ze 3. LF UK — Mgr. Petr Daniel, Mgr. Michael
Jelinek, Ph.D. a RNDr. Kamila Balusikova, Ph.D. a detailnéji je popsana v (Seborova et al.
2022; Jelinek et al. 2018).

3.10 Zpracovani dat a statistické vyhodnoceni
3.10.1 Sledované klinické parametry

Mezi hlavni klinické parametry sledované u pacientek s karcinomem ovarii, které
byly porovnavany s experimentalnimi vysledky, patiil vék pacientek v dobé diagndzy,
histologicky typ onemocnéni, stadium onemocnéni, histologicky grade, piitomnost
peritonedlnich/vzdalenych metastdz ¢i rezidua po operaci, podani neoadjuvantni
¢i adjuvantni chemoterapii a jejich rezim. U vSech pacientek bylo také zhodnoceno celkové
prezivani (OS, z angl. overall survival), pokud to bylo mozné také délka pteziti do progrese
onemocnéni (TTP, z angl. time to progression). Pro specifické analyzy molekuldrniho
profilu byly pacientky rozdéleny na platinum-rezistentni a platinum-senzitivni skupinu na
zaklade€ parametru PFI (z angl. platinum-free interval). Do platinum-rezistentni skupiny byly

zafazeny pacientky s PFI kratSim nez 6 mésict a také pacientky s PFI mezi 6-12 mésici,
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pacientky s PFI delS$im nez 12 mésicti byly zatazeny do platinum-senzitivni skupiny (Pujade-

Lauraine a Combe 2016).

3.10.2 Real-time PCR

Relativni genova exprese byla vyhodnocena pomoci programtt REST 2009 (Qiagen),
¢i manualng pomoci 222" metody dle Livak a Schmitgen (Livak a Schmittgen 2001).
Pro porovnéni genové exprese a klinickych parametra byl vyuzit program SPSS v16.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA) ¢i GraphPad v6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Data
pro tyto statistické analyzy byla pfedem normalizovana ve formatu 22T (Ozcan et al. 2019).
Nerovnomérné rozlozeni expresnich dat vedlo k vyuziti neparametrickych testil —
Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Spearmanntiv, log-rank test. Pouze v pfipad¢ expresnich
dat z in vitro a in vivo experimentii byl pouzit neparovy t-test. Pfesné pouZziti statistickych

testll je vzdy specifikovano v danych publikacich.

3.10.3 Hodnoceni RNA sekvenovani

Nejprve byla data z RNA sekvenovani podrobena kontrole kvality — fastp program
(Chen et al. 2018). Pro anotaci sekvenacnich dat byla vyuzita databaze GENCODE v35
(GRCh38.p13). Kvantifikace byla provedena pomoci néstroje kallisto (citace) a analyza
diferencialni exprese byla provedena nastrojem EdgeR (McCarthy et al. 2012). Pro
porovnani s klinickymi parametry byla pouZita expresni data v normalizovaném formatu —

tpm (pocet transkripti na milion Ctent).

3.10.4 Hodnoceni metyla¢nich mikro¢ipi

Primérni analyza dat z metyla¢nich mikroCipti zahrnovala kontrolu kvality
a normalizaci pomoci tzv. SWAN metody v nastroji minfi (Fortin et al. 2016; Maksimovic
et al. 2012) a detailngji je popsdna v nasledujicich publikacich (Fleischer et al. 2014;
Touleimat a Tost 2012). Pfed samotnou analyzou byly odstranény proby se znamymi
polymorfismy (SNP), které¢ by mohly zkreslit vysledky (Pidsley et al. 2016). Ziskana data
byla konvertovéana do tzv. beta hodnot, nabyvajicich hodnot 0 — 1, znac¢icich Groven metylace
v daném misté a do M hodnot, které jsou vhodné;jsi pro statistickou analyzu. Beta hodnoty
jsou nasledné pouzity pro vizudlni zobrazeni vysledkii (Du et al. 2010). Pro analyzu
metyla¢niho profilu danych regiont genii, byly hodnoty spojeny na zaklad€ anotace do
daného regionu. Byly analyzovany nésledujici regiony: TSS200 (oblast mezi pocatkem
transkripce a 200bp po sméru transkripce), TSS1500 (oblast mezi pocatkem transkripce

a 1500bp po sméru transkripce), S'UTR, prvni exon (Ist exon), ,télo genu“ (oblast
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veskerych intronti a exonil), 3'UTR (Obrazek 10). Promotor byl ustanoven jako spojena
oblast TSS200 a TSS1500 pro veskeré analyzy. Analyzovan byl i metylaéni profil celého
genu. Analyza diferencialni metylace byla provedena pomoci nastroje limma (Ritchie et al.
2015). Pro analyzy téchto regionii a celého genu bylo vzdy pracovano s medidnem

M hodnot.

| TSS1500 | TSS200 |5'UTR|  GeneBody [3'UTR

\ J
!

Promoter

Obrazek 10. Grafické zobrazeni rozdéleni genu do jednotlivych regionti pro analyzu metylacniho
profilu.

3.10.5 Hodnoceni DNA sekvenovani

Prvnim krokem v analyze dat z DNA sekvenovani zahrnovala demultiplexing raw
dat pomoci bcl2fastq néstroje na jednotlivé vzorky. Kvalita dat byla zkontrolovana pomoci
nastroje FastQC 11.9 (www.bioinformatics.babraham.ac.uk) s naslednym odstranénim
adapteri pomoci programu AGenT Trimmer 2.0.3 (Agilent Technologies). Poté bylo
provedeno ,,zarovnani“ primarnich sekvenacnich dat k referencni sekvenci (GRCh38)
pomoci Burrows-Wheeler aligner, tzv. alignment (Li a Durbin 2009), a de-duplikovani
pomoci Agent Locatit 2.0.5 softwaru (Agilent Technologies). Kontrola kvality BAM
souboril a manipulace s nimi byla provedena pomoci néstroji Qualimap 2.2 a Samtools 1.13
(Okonechnikov et al. 2015; Danecek et al. 2021). Pro manipulaci s VCF soubory byly
pouzity nastroje vcftools 1.16 a bcftools (Danecek et al. 2011; 2021). Genome Analysis
Toolkit (GATK4) byl pouzit pro identifikaci jednotlivych somatickych variant, tzv. somatic
variant calling (McKenna et al. 2010). Pro porovnani variant mezi parovymi vzorky
nadorové tkané a periferni krve byl pouzit ndstroj Mutect2 a databaze gnomAD v2 pro anotaci
zarodeénych (germindlnich) variant) (Karczewski et al. 2020). Analyza dat probihala
v souladu s GATK Best Practice protokolem (DePristo et al. 2011; gatk.broadinstitute.org).
Anotace jednotlivych variant byla provedena néstroji Funcotator (GATK) a SnpEff 5.0 (Van
der Auwera a O’Connor, 2020). Hodnoceni dat provedl kolega Mgr. Petr Holy.

3.10.6 Hodnoceni in vivo experimenti
Hlavnim parametrem hodnocenym v rdmci in vivo experimentd byl rdst nadoru.

Velikost nadoru byla spoéitiana dle nasledujiciho vzorce (W2xL)/2, kde L zna¢i délku

56



a W Sitku métfeného néadoru. Statistické porovnani mezi sledovanymi skupinami bylo

provedeno pomoci neparového t-testu v programu GraphPad.

3.10.7 Hodnoceni Western blotu

Exprese proteinti byla stanovena pomoci denzitometrie s vyuzitim programu Image
MasterTM 2D Platinum 6.0 software (GE Healthcare, Uppsala, Svédsko). Exprese cilovych
proteinii byla normalizovdna k expresi B-aktinu. Porovnani proteinové exprese mezi

z4jmovymi skupinami bylo provedeno neparovym t-testem.

Spole¢nym jmenovatelem pro veskeré statistické analyzy je nastaveni hranice
signifikance na P < 0,05. Veskeré vysledky byly zkontrolovany tzv. FDR korekci (false

discovery rate) ¢i Bonferoniho korekci (Benjamini a Hochberg 1995).

4 Vysledky

4.1 Molekularni profil pacientek s karcinomem ovarii
4.1.1 Expresni profil ABC transportéri u pacientek s karcinomem ovarii

Vysledky této studie byly publikovany a jsou detailné popsany v ¢lanku s nazvem —
Association of ABC gene profiles with time to progression and resistance in ovarian cancer
revealed by bioinformatics analyses (PFiloha I).

V této studii jsme se soustfedili na bioinformatickou analyzu expresniho profilu
33 ABC transportéri: ABCA1, ABCA2, ABCA3, ABCA7, ABCAS8, ABCA9, ABCA10,
ABCA12, ABCA13, ABCBI, ABCB2, ABCB3, ABCB4, ABCB11, ABCC1, ABCC2,
ABCC3, ABCC4, ABCCS5, ABCC6, ABCC9, ABCC10, ABCD1, ABCD2, ABCD3,
ABCD4, ABCE1, ABCF1, ABCF2, ABCF3, ABCG1, ABCG2 a ABCGS8 vybranych na
zaklad¢ predchozich studii Odd. Toxikogenomiky jako potencidlnich biomarkert
ovarialniho karcinomu (Elsnerova et al. 2016; 2017). Ve studii bylo zahrnuto 60 vzorkl
nadorové tkan¢ primdrniho karcinomu ovarii (N=60) a 29 vzorkl tkani peritonedlnich
metastdz od pacientek s karcinomem ovarii (N=29).

V ramci studie taktéz byly porovnany dva ptistupy k normalizaci genové exprese.
Prvnim typem normalizace byla normalizace exprese k expresi referencnich genit (PPIA4,
UBC a YWHAZ) podle 2"*2°* metody. Pro analyzu byly pouzity data ve formatu 24,
Druhym typem normalizace byla normalizace k priméru exprese zdjmovych genti. Pro
analyzu byl pouzit zlogaritmovany pomér Ct hodnoty cilového genu k priiméru. Nasledovala

hierarchicka klastrova analyza s Euklidovskou vzdalenosti a s vyuzitim Wardovy metody.
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4.1.1.1 Expresni profil ABC transportérii u primdrnich ndadorii ovaria

Nejprve bylo provedeno hodnoceni genové exprese ve vzorcich primarnich nadort
z pacientek s karcinomem ovaria. Prvni typ hodnoceni expresnich dat, tedy hierarchicka
klastrova analyza genové exprese 33 ABC transportéri normalizované k referen¢nim gentim
u 60 pacientek s karcinomem ovarii rozdé€lila tyto pacientky do ctyf hlavnich klastrt
(R1-R4). Klastr R1 byl tvofen 14 pacientkami, klastr R2 11 pacientkami, klastr R3
16 pacientkami a 19 pacientek vytvotilo klastr R4 (Obrazek 11A). Analyza jednotlivych
klastrii s klinickymi parametry jako je ve€k pacientek, klinické stddium onemocnéni,
histologicky grade, subtyp onemocnéni, pifitomnost vzdalenych metastaz a odpovéedi
na chemoterapii neukdzala zadny signifikantni vztah. Signifikantni vysledek byl pozorovan
ve vztahu k TTP (P=0,028). Klastr R1 byl asociovan s nejkratsim TTP a byl charakterizovan
zvySenou expresi transportért ABCAI/B2/B3/C3/D1/GI a snizenou expresi
ABCA12/B11/G8. Nejdelsi TTP bylo pozorovano pro klastr R2, ktery byl charakterizovan
snizenou expresi fady ABC transportéra ABCA8/49/410/B1/B4/B11/C2/C5/C6/D2/D4/F3/
G1/G2/GS.

Druhy typ hodnoceni hierarchickd klastrova analyza genové exprese 33 ABC
transportérii normalizované k primérné expresi daného transportéru u 60 pacientek
s karcinomem ovarii rozdé€lil tyto pacientky do ¢ty hlavnich klastri (G1-G4)
(Obrazek 11B). Klastr G1 byl tvofen 17 pacientkami, klastr G2 22 pacientkami, klastr G3
11 pacientkami a 11 pacientek vytvofilo klastr G4. Statistickd analyza neprokazala Zadny
signifikantni vztah s nésledujicimi klinickymi parametry — v€k pacientek, klinické stadium
a subtypy onemocnéni, pfitomnost vzdalenych metastdz a TTP. AvSak byl pozorovan
signifikantni vztah s histologickym gradem nadoru (P=0,017) a odpovédi na chemoterapii
(P=0,044). Z pohledu histologického gradu byl nejhorsi klastr G2, kde byly pouze dvé
pacientky s gradem 1 ¢i 2 z celkovych 17 pacientek (1/11, 9 %). Oproti tomu v klastru
G1 bylo seskupeno celkem 8 pacientek s gradem 1 ¢i 2 z celkovych 17 pacientek v tomto
klastru (8/17, 47 %). Z pohledu odpovédi na podavanou chemoterapii byly pacientky se
Spatnou odpovédi na chemoterapii seskupeny v klastru G3 (4/10, 40 %), ktery byl
charakterizovan zvySenou expresi ABCAS8/A9/A10/B1/C9/D2/G2 a snizenou expresi
ABCAI2. Oproti tomu klastr G4 s nejvétSim podilem pacientek s dobrou odpovédi
na chemoterapii (9/10, 90 %) byl charakterizovan vétSinou nizkou expresi ABC transportéri,

krom& ABCAS8/A9/A10/B1/B11/C9/D2 jejichz exprese nebyla vyrazné¢ zméneéna
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Obrazek 11. Hierarchicka klastrova analyza vzorkd primarnich nadord karcinomu ovarii zaloZzena
na genové expresi 33 ABC transportéri. (A) Vizualizace genové exprese normalizované k expresi
referencnich gentt pomoci heatmapy (klastry RI1-R4). (B) Vizualizace genové exprese
normalizované k primérné expresi daného transportéru pomoci heatmapy (klastry G1-G4).

4.1.1.2 Expresni profil ABC transportérii u peritonedlnich metastaz karcinomu ovarii

Po primarnich nadorech, nasledovala analyza vzorkl peritonealnich metastaz.
Hierarchicka klastrovd analyza genové exprese 33 ABC transportéri normalizované
k referenénim genlim u 29 vzorki peritonealnich metastaz. Rozdélila tyto pacientky do tii
hlavnich klastriit (SR1-SR3) (Obrazek 12A). Klastr SR1 byl tvofen 11 pacientkami, klastr
SR2 8 pacientkami, klastr SR3 10 pacientkami. Statistickd analyza neukézala Zadny

signifikantni vztah s analyzovanymi klinickymi parametry.
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Hierarchicka klastrova analyza genové exprese 33 ABC transportéri normalizované
k primérné expresi dan¢ho transportéru u 29 pacientek rozdélila tyto pacientky do tii
hlavnich klastrit (SG1-SG3) (Obrazek 12B). Klastr SG1 byl tvofen 17 pacientkami, klastr
SG2 8 pacientkami a klastr SG3 4 pacientkami. Statisticka analyza neprokdzala signifikantni
vztah s nasledujicimi klinickymi parametry — v€k pacientek, klinické stddium, histologicky
grade nadoru, subtypem nadoru. Avsak byl pozorovan signifikantni vztah mezi témito
klastry s TTP (P=0,027) a odpovédi na chemoterapii (P=0,024). Z pohledu obou parametrii
se nejlépe jevil klastr SG2, kde byly seskupeny pacientky s nejdelSim TTP a vétSina z nich
méla i dobrou odpovéd’ na chemoterapii (4/5, 80 %). Oproti tomu pacientky v klastru SG1
mély nejkratsi TTP a pomérové zde bylo nejméné pacientek s dobrou odpovédi na
chemoterapii (2/11, 18 %). Klastr SG1 byl charakterizovan zvySenou expresi transportérii
ABCC4/C10/D3/E1/F1/F2/F3 a snizenou expresi ABCA8/A9/A10/B11/C9/D2. ZvySena
exprese ABCA8/A9/A10/B11/C9/D2 a snizena exprese ABCC4/C10/D3/E1/F1/F2/F3 byla

pozorovana v klastru SG1.

Color Key

Obrazek 12. Hierarchickd klastrovd analyza vzorkli peritonedlnich metastdz karcinomu ovarii
zalozena na genové expresi 33 ABC transportéri.. (A) Vizualizace genové exprese normalizované
k expresi referencnich gend pomoci heatmapy (klastry SR1-SR4). (B) Vizualizace genové exprese
normalizované k primérné expresi daného transportéru pomoci heatmapy (klastry SG1-SG4).
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4.1.1.3 Validace exprese ABC transportérii v externich kohortdch pacientek
s karcinomem ovarii

Validace vysledkii v externich kohortach byla provedena pomoci nastrojii Kaplan-
Meier Plotter a PrognoScan, které pracuji s daty z vefejné dostupnych databazi — GEO
a TCGA databaze.

Analyza pomoci nastroje Kaplan-Meier Plotter na setu 614 pacientek s karcinomem
ovarii ukdzala signifikantn¢ lepsi PFS (P=0,0025) u pacientek s nizkou expresi
ABCC4/C10/D3/E1/F1/F2/F3 (Obrazek 13A). Taktéz byla pozorovana asociace nizké
exprese ABCBI11 s hor§im PFS (P=0,029) na vybéru 1435 pacientek, jako jsme pozorovali
vnasem vybéru pacientek (Obrazek 13B). Analyza soustfedéni na dobfe zndmé
transportéry ABCB1 a ABCG?2 ukézala benefit jejich vyssi exprese béhem prvnich 60 mésicii
sledovéni, po této dob¢ se rozdil mezi skupinami s nizkou a vysokou expresi ABCBI
a ABCG2 srovnal (Obrazek 13C). Analyza nastroje PrognoScan soustiedénad na ABCBI
a ABCG2 ukazala negativni vliv vysoké exprese ABCB1 na celkové pfezivani pacientek (OS)
ve dvou datasetech — DUKE-OC (P=0,010) a GSE26712 (P=0,034). V datasetu GSE26712
byla taktéZ pozorovana asociace vysoké exprese ABCG2 a horsim DFS (P=0,007)
a OS (P=0,002).

A B 208288 _at

Obrazek 13. Kaplan-Meierovy kiivky pro data z vetejné dostupného néstroje Kaplan-Meier Plotter.
(A) Kaplan-Meierova kiivka pro pacientky rozdélené na zaklade exprese ABCC4, ABCC10, ABCD3,
ABCEIl, ABCFI, ABCF2, and ABCF3. (B) Kaplan-Meierova kiivka pro expresi ABCBI1. (C)
Kaplan-Meierova kiivka pro expresi ABCBI a ABCG2.
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4.1.2 Molekularni profil DNA repara¢niho systému u pacientek s karcinomem ovaria

Uloha DNA reparaéniho systému u karcinomu ovaria je detailné popsana v nagem
ptehledovém ¢lanku s nazvem — DNA repair and Ovarian Carcinogenesis: Impact on Risk,
Prognosis and Therapy Outcome (Priloha II), soustiedéného na zndmé DNA reparacni
drahy, jejichZ naruSeni je spojovano se vznikem karcinomu ovarii a rozvojem rezistence.
Dulezitost DNA reparacniho systému a jeho dulezitosti 1ze ilustrovat na ptipadu PARP
inhibitordi a jejich vyrazné ucinnosti u pacientek s karcinomem ovarii nesoucich mutaci
v BRCA1/2 genech. V poslednich letech se dostavaji do popiedi taktéz tzv. checkpoint
inhibitory, které maji za cil inhibici kindz regulujicich kontrolni body bunétného cyklu
a jsou uzce spjaty s DNA reparatnim systémem — napi. CHEK, ATR, ATR ¢i WEE
inhibitory. Pro nékolik ¢lentt DNA reparacnich drah byl navrzen jejich potencidlni vliv na
rozvoj rezistence zejména k platinovym derivatim — BRCAI, BRCA2, BRIPI, ERCCI,
ERCC2, MGMT a MSH6. Z ptehledového ¢lanku vyplynula dilezitost studia komplexnosti
DNA repara¢niho systému bunky, propojenosti mezi jednotlivymi DNA repara¢nimi
drahami a také studia ¢lent téchto drah pomoci vice pfistupl a analyzovat takto tyto Cleny.
Predeslé studie prokazaly vyznamnost studia expresniho a metyla¢niho profilu, taktéz
mutaci téchto genii. AvSak malo studii je soustfedéno na kombinaci vice neZ téchto dvou
pristupd.

Na teoretickou cast této tématiky bylo vramci disertacni prace navéazéano
experimentalni studii analyzy molekularniho profilu 178 DNA repara¢nich genti pokryvajic
veskeré DNA reparacni drahy u pacientek s karcinomem ovaria. Tento vybér genli byl
analyzovan na urovni genové exprese stanovené pomoci RNA sekvenovani, DNA
metylaéniho profilu pomoci mikrocCipti a také byla analyzovana jejich geneticka variabilita
pomoci celoexomového sekvenovani (Priloha III). Pro potieby této studie byla metodika
RNA sekvenovani, metylace a jejich hodnoceni na Odd. Toxikogenomiky zavedeny
a optimalizovany. Pro studii bylo vybrano celkem 73 pacientek s karcinom ovarii u kterych
byla charakterizovana odpovéd’ na chemoterapii. DNA metylaéni profil pomoci metylacnich
mikro¢ipi byl stanoven pro vSech 73 pacientek (N=73), expresni profil pomoci RNA
sekvenovani byl Gspésné analyzovan v 60 vzorcich (N=60) a pro 52 vzorkid (N=52) se
podafilo i stanovit geneticky profil pomoci celoexomového sekvenovani. Detailni
charakteristika tohoto setu je v PFriloze II1, kde jsou také detailn¢ shrnuty vSechny vysledky.

Rukopis této prace je nyni ve finalni fazi ptipravy.
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4.1.2.1 Expresni profil DNA reparacnich genii

Celogenomovy transkripni profil byla analyzovan pomoci metody RNA
sekvenovani ve vzorcich nddorové tkdné€ od 60 pacientek s karcinomem ovarii. Ze ziskanych
dat byly vyselektovany DNA reparacni geny a porovnan jejich expresni profil s klinickymi
daty pacientek. Statisticky analyza ukazala signifikantni asociaci mezi expresi genti HUS],
PMS2, POLH, RECQLS5, RPAI a XAB2 svékem pacientek. Ve vzorcich pacientek
s peritonealnimi metastdzemi byla pozorovana vyssi exprese genit DUT a FANCI. Asociace
exprese genu DUT s pfitomnost peritoneadlnich metastaz se ukazala jako nejvice
signifikantni ze vSech vysledkd, tato asociace prosla FDR korekci (P=0,0003). Vyssi exprese
geni PALB2 a TDG signifikantné asociovala s pfitomnosti residua po operaci. Vyssi
histologicky grade onemocnéni (grade 3) byl spojen s vyssi expresi genu PCNA. Vyssi
exprese gent PCNA, ERCC2, ALKBH3, TOBPI a nizs$i exprese genu LIG3, FANI, MSH3,
XPC byla nalezena u pacientek s agresivnim high-grade ser6znim subtypem oproti ostatni
subtyptim karcinomu ovarii (Tabulka 3).
Tabulka 3. Signifikantni vysledky statistickych analyz porovnavajicich expresi DNA reparacnich

gend (N=178) s klinickymi daty pacientek (N=60). Pouze signifikantni vysledky s P-hodnotou
P<0,01 jsou zobrazeny v této tabulce.

Gen Vék pM  Reziduum Grade® Subtyp”
HUSI P=0,008 NS NS NS NS
PMS?2 P=0,01 NS NS NS NS
POLH  P=0,009 NS NS NS NS
RECQLS5 P=0,009 NS NS NS P=0,001
RPAI P=0,005 NS NS NS NS
XAB?2 P=0,005 NS NS NS NS
DUT NS P=0,0003 NS NS NS
FANCI NS P=0,01 NS NS NS
PALB2 NS NS P=0,002 NS NS
DG NS NS P=0,007 NS NS
ERCC2 NS NS NS NS P=0,01
PCNA NS NS NS P=0,001 P=0,001
ALKBH3 NS NS NS NS P=0,006
FANI NS NS NS NS P=0,003
MSH3 NS NS NS NS P=0,008
TOBPI NS NS NS NS P=0,002
XPC NS NS NS NS P=0,006
LIG3 NS NS NS NS P=0,004
RECQL4 NS NS NS NS P=0,01
PMS1 NS NS NS NS NS
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Vysvétlivky:

2 Pacientky rozdéleny do dvou skupin: Skupina I (grade 1), Skupina II (grade 2 a grade 3).

b Pacientky rozdéleny do dvou skupin: Skupina I (high-grade ser6zni karcinom), Skupina 2 (Ostatni subtypy).
Signifikantni vysledky, ktera prosly FDR korekci jsou zvyraznény tucné.

pM (ptitomnost peritonealnich metastaz), NS (nesignifikantni vysledek)

Soucasti téz byla analyza diferencialni exprese téchto genit mezi skupinami pacientek
rozdélenych na zdklad¢ odpovédi k podavané chemoterapii. Tato analyza ndm ukézala
celkem Ctyfi geny jejich exprese byla deregulovana mezi témito skupinami — geny DDB?2,
PRPF19, HELQ a MAD2L?2 (Obrazek 14). Geny DDB2 (logFC -0,55, P<0,0003), HELQ
(logfC -0,48, P=0,005) a MAD2L2 (logfC -0,63, P=0,01) byly vice exprimovany
ve vzorcich tkani pacientek s odpovédi na terapii oznacenou jako senzitivni, opacné
exprimovan byl pouze gen PRPF19 (logFC 0,89, P=0,002). AvSak tyto vysledky neprosly
FDR korekci.
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Obrazek 14. Diferencialné exprimované geny mezi skupinami pacientek s odlisnou odpovédi na
chemoterapii — (A) DDB2, (B) PRPF19, (C) HELQ a (D) MADZ2L?2. Pacientky byly rozdé€leny podle
odpoveédi k chemoterapii obsahujici platinové derivaty, a to na zakladé PFI (z angl. platinum-free
interval) — platinum-senzitivni skupina (N=37, fialova barva) a platinum-rezistentni skupina (N=23,
oranzova barva).

4.1.2.2 Metylacni profil DNA reparacnich genit
Metyla¢ni profil vybrané selekce 178 DNA reparacnich gent byl analyzovan
ve vzorcich nddorové tkan€ karcinomu ovarii od 73 pacientek (N=73). Pro porovnani

metylacniho profilu danych genti s klinickymi daty byl pouzit median f hodnot znacicich
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uroven metylace v daném misté ziskanych metylacnimi mikroCipy — Infinium Methylation
EPIC kit.

Statisticka analyza ukdzala signifikantni vztah mezi hladinou metylace genit APLF,
FANI, PARP3 a POLL avékem pacientek (Tabulka 4). Pouze asociace vyssi metylace
POLL s vyssim vékem pacientek (R=0,441, P=0,0002) prosla FDR korekci. Nizsi hladina
metylace genu POLM byla pozorovana u pacientek, u kterych byly objeveny metastazy.
Vysoky grade nadoru signifikantn€ asocioval s niz$i hladinou metylace genu OBF2CB
a vyss$i hladinou u gentt RADS51C, TREXI. High-grade serdzni subtyp byl charakterizovan
nizsi hladinou metylace APEX2, ERCC2, FANCB, RAD51C, HUS1, MSHS5 a vyssi hladinou
metylace i genu MPG.
Tabulka 4. Signifikantni vysledky statistickych analyz porovnavajicich metylacni profil DNA

reparacnich gentt (N=178) s klinickymi daty pacientek (N=73). Pouze signifikantni vysledky
s P-hodnotou P<0,01 jsou zobrazeny v této tabulce.

Gen Vék pM Grade * Subtyp ?
APLF P=0,009 NS NS NS
FANI P=0,007 NS NS NS
PARP3 P=0,01 NS NS NS
POLL P=0,0002 NS NS NS
APEX2 NS NS NS P=0,004
ERCC2 NS NS NS P=0,004
FANCB NS NS NS P=0,001
RADSIC NS NS P=0,003 P=0,001
HUSI NS NS NS P=0,008
MPG NS NS NS P=0,007
MSHS5 NS NS NS P=0,001
POLM NS P=0,002 NS NS
OBF(C2B NS NS P=0,003 NS
TREX] NS NS P=0,007 NS

Vysvétlivky:

2 Pacientky rozdéleny do dvou skupin: Skupina I (grade 1), Skupina II (grade 2 a grade 3).

® Pacientky rozdéleny do dvou skupin: Skupina I (high-grade ser6zni karcinom), Skupina 2 (Ostatni subtypy).
Signifikantni vysledky, které prosly FDR korekci jsou zvyraznény tucné.

pM (pritomnost peritonealnich metastdz), NS (nesignifikantni vysledek)

Stejné¢ jako v ptfipadé expresnich dat nésledovala diferencidlni analyza mezi
platinum-rezistentni a platinum-senzitivni skupinou pacientek. Analyza diferencialni
metylace byla provedena na nékolik Urovnich. Byla analyzovdna na trovni jednotlivych
prob, riznych regioni genid — promotor, TSS200 ¢i TSS1500 a na arovni celych gent.
Ptehled poctu prob pokryvajici jednotlivé DNA reparacni geny je k naleznuti v Priloze II1.

Analyza na urovni jednotlivych prob ukézala celkem 50 signifikantné¢ diferencialné
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metylovanych prob mezi témito skupinami (PFiloha III). Z téchto 50 prob, bylo pét prob,
které byly nejvice diferencidlné metylované, lokalizovano v genu RAD50 (Obrazek 15).
Signifikantni rozdil v metylace genu R4AD50 byl pozorovan i na trovni regionu TSS1500,
ktery byl vice metylovan v platinum-senzitivni skupin€. Dalsi vysledky na urovni celého

genu a dalSich regionti — TSS200, TSS1500 a promotoru jsou v PFiloze I11.
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Obrazek 15. Signifikantné diferencialné metylované proby lokalizované v genu RADS50. Pacientky
byly rozdéleny podle odpovédi k chemoterapii obsahujici platinové derivaty, a to na zakladé PFI
(z angl. platinum-free interval) — platinum-senzitivni skupina (N=43, fialova barva) a platinum-
rezistentni skupina (N=30, oranzova barva).

4.1.2.3 Geneticka variabilita a jeji vliv na expresi a metylaci DNA reparacnich genii

Pomoci celoexomového sekvenovani jsme analyzovali genetickou variabilitu
a v ramci této studie jsme se soustfedili pouze DNA reparacni geny.

Statistickd analyza ukazala signifikantni asociaci mezi vyssi frekvenci mutaci genu
TP53 (P=0,001 po FDR korekci) v high-grade ser6znim karcinomu oproti jinym subtypti.
Prehled specifickych mutaci genu 7P53 je soucasti Prilohy III. Ve zkratce jsme
identifikovali celkem 31 riznych somatickych mutaci u 39 pacientek. U pacientek ve vy$Sim
stadiu onemocnéni (stadium III ¢i IV) jsme pozorovali vyssi frekvenci somatickych mutaci
v genech CHEK I, FANCH, MLH3, MMS19, POLDI a RPA2 (P=0,007 po FDR korekci).

Nasledné¢ jsme se snazili propojit expresni/metylacni profil s genetickou variabilitou.
Tyto analyzy byly provedeny na vybéru 52 pacientek (N=52), které byly charakterizovany
vSemi témito metodami.

Analyza soustfedéna na efekt somatickych mutaci na expresi DNA repara¢nich gent

jsme pozorovali vliv mutace v genu XPC (1rs750450365 nebo p.E433K) na expresi gent
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ERCC2 (P=0,003), RECLQ5 (P=0,009) a FAAP20 (P=0,04). U pacientek nesoucich tuto
mutaci byly tyto geny exprimovany ve vyssi mife. Pacientky nesouci mutaci v genu PRKDC
(p.E3448G, p.Y1243R, p.L1242fs) mély vyssi expresi genu FAAP20 (P=0,03). Efekt
somatickych mutaci XPC (P=0,01) a PRKDC (P=0,037) na expresi genu FAAP20 byl nejvice
signifikantni v platinum-rezistentni skupin¢ pacientek, kde byla exprese nejvyssi. Pficemz
ve skupiné platinum-rezistentnich pacientek bez téchto mutaci byla exprese genu FAAP20
vyrazné nizsi (Obrazek 16).

Validace dat pro tyto vztahy byla mozna pro gen PRKDC, protoze mutace byla
nalezena u Sesti pacientek, mutace XPC pouze u jedné. V této externi kohorté¢ se nam
podatilo potvrdit efekt mutace v PRKDC genu (p.K2716R, p.G3646Afs*4, p.A2960T,
p.-V3600L, p.P3972Q, nebo p.K2220Nfs*18) na expresi genu FAAP20 (P=0,038), avSak
vysledek neprosSel FDR korekci (Obrazek 17).

Ptehled veskerych identifikovanych somatickych mutaci je soucasti Ptilohy III.
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Obrazek 16. Efekt somatickych mutaci (A) PRKDC a (B) XPC na expresi genu FAAP20. Analyza
diferencialni exprese ukazala signifikantni rozdil v expresi mezi platinum-rezistentni (N=18, zelena
barva) a platinum-rezistentni skupinou pacientek nesouci tyto mutace (N=2, fialova barva). Pro
porovnani je i zobrazen skupina platinum-senzitivni (N=32, rizova barva). Zobrazené P-hodnoty
jsou po FDR korekei.
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Obrazek 17. Efekt somatickych mutaci na expresi gen PRKDC v datech z TCGA databéaze. Analyza
diferencidlni exprese ukazala signifikantni rozdil v expresi mezi platinum-rezistentni (N=29, zelena
barva) a platinum-rezistentni skupinou pacientek nesouci tyto mutace (N=2, fialova barva). Pro
porovnani je i zobrazen skupina platinum-senzitivni bez ptitomnost PRKDC mutaci (N=133, rizova
barva) a platinum-senzitivni skupina s PRKDC mutacemi (N=4, modra barva). Zobrazené P-hodnoty
jsou po FDR korekei.

Obdobné¢ byl analyzovan efekt somatickych mutaci na metyla¢ni profil DNA
reparac¢nich genl. Nejzajimavégjsi efekt byl pozorovan pro somatické mutace v genech
BRCAI (p.L1476fs nebo g.chr17:43076608delA) a RAD9A4 (p.E184K nebo p.G24R)
na hladinu metylace genu RBBPS. U pacientek s témito mutacemi byla pozorovana vyssi
metylace genu RBBPS. Tento efekt byl pozorovan na vice regionti genu jako je promotor,
TSS200, TSS1500 ¢i cely gen. U platinum-senzitivnich pacientek byla v pfitomnosti téchto
mutaci metylace genu RBBPS nejvyssi v porovnani s platinum-senzitivni skupinou bez

vyskytu mutaci a s platinum-rezistentni skupinou (Obrazek 18).
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Obrazek 18. Analyza diferencialni metylace ukézala signifikantni rozdil v metylaci genu RBBPS pti
pfitomnost somatickych mutaci BRCAI a RAD9A mezi platinum-rezistentni (N=20, fialova barva),
platinum-senzitivni  skupinou pacientek nesouci tyto mutace (N=2, ruZzova barva)
a platinum-senzitivni skupinou bez pfitomnosti mutaci (N=30, zelena barva). Zobrazené P-hodnoty
jsou po FDR korekei.
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4.1.2.4 Analyza pieZivani pacientek

Nakonec jsme provedly pro signifikantni vysledky z jednotlivych ¢asti — genové
exprese (DDB2, PRPF19, HELQ, MAD2L2, FAAP20), metylace DNA (RAD50 a RBBPS)
a genetické variability (PRKDC, XPC, RAD9A, BRCAI). Signifikantni vysledek byl objeven
pouze pro somatické mutace XPC a PRKDC. Pacientky nesouci tyto mutace meély

signifikantné kratsi celkové preziti (P=0,017, respektive P<0,001) (Obrazek 19).
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Obrazek 19. Kaplan-Meierovy kiivky pro celkové preziti pacientek s karcinomem ovarii pii
pfitomnosti somatickych mutaci (A) XPC a (B) PRKDC.

4.1.3 Dlouhé nekodujici RNA (IncRNA)

Dlouhé nekodujici RNA (IncRNA, z angl. long non-coding RNA) patii mezi dilezité
regulacni elementy genové exprese a mnoha dalSich procest, jako je napt. sestiith RNA,
stabilita mRNA, ¢i skladani proteinii a jejich lokalizace v bunice. V ptfehledovém ¢lanku
s ndzvem — Non-coding RNAs as Biomarkers of Tumor Progression and Metastatic Spread
in Epithelial Ovarian Cancer (P¥iloha IV), byly shrnuty informace o roli IncRNA v progresi
karcinomu ovarii, zejména ve spojitosti s epitelidlné-mesenchymalnim ptfechodem, jako

kli¢ovym procesem vzniku metastaz a progresi onemocnéni.
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Diuraz na studium IncRNA byla ddna az v poslednich letech, piedesla 1éta se vice
sousttedovala na studiu miRNA. Pficemz mnozstvi identifikovanych IncRNA
(49 372 IncRNA dle databaze LNCipedia v5.2) nabizi mnoho potencialnich kandidat pro
studium. Velmi dilezité je funkéni propojeni téchto dvou typli nekodujicich RNA, které
muze ovliviiovat fadu dilezitych procest v karcinogenezi obecné. miRNA a IncRNA jsou
schopné se vzajemné vazat a tak branit vazbé na cilovou mRNA a tim nedojde k regulaci
genove exprese, ¢1 IncRNA jsou schopny pomoci danym miRNA k vazbé na cilovou mRNA.
Také se miizou chovat kompetitivné v zavislosti na dané cilové mRNA. Siroké spektrum
jejich funkei spociva zejména na cilové mRNA, na kterou se navazi a tim jsou schopny
ovliviiovat fadu procest jako angiogeneze, apoptdza, bunéény metabolismus, proliferace
a invazivita nddorovych bunégk.

Role miRNA a IncRNA v epitelidlné-mesenchymalnim pfechodu spociva zejména
vregulaci exprese klicovych transkripénich faktori — SNAIL, TWIST1 a ZEB1/2
regulujicich expresi klicovych molekul ptechodu, které vedou ke zméné morfologie bunék,
¢1 samotnych bunééné specifickych kadherinti (E-cadherin a N-cadherin).

Komplexita regula¢nich mechanismi je velmi spletitd a porozuméni provazanosti
vSech procest je dulezité pro objasnéni fady bunéénych mechanismu ¢i identifikaci novych
potencidlnich terapeutickych cilt. Identifikace regula¢nich drah miRNA-IncRNA-mRNA je
velmi dilezité pro pochopeni komplexnosti téchto procest. A také metylace DNA, jako

vvvvvv

protoze miRNA/IncRNA a metylace DNA se vzajemné reguluji.

4.2 Sledovani u¢innosti novych taxanovych derivati

Druhym cilem pfedkladané disertacni prace bylo sledovani ucinnosti
a molekularniho mechanismu ptisobeni novych derivat taxand — tzv. Stony Brook taxant
(SB-Ts) v in vitro a in vivo modelech rezistentniho karcinomu ovaria a porovnani jejich
pusobeni s konvenénim taxanem paklitaxelem. Kompletni vysledky studie soustfedéné na
analyzu ucinnosti novych taxanovych derivati — Stony Brook taxand jsou k nalezeni
v Priloze V. V této studii byla sledovana uc¢innost novych derivata taxani — Stony Brook
taxanil, druhé generace (SB-T-1214, SB-T-1216) a tfeti generace (SB-T-121402,
SB-T-121605, SB-T-121606) v in vitro modelu karcinomu ovarii charakteristického
mnohocetnou 1ékovou rezistenci — NCI/ADR-RES buné¢nou linii. Nejucinnéjsi taxanové

struktury (SB-T-121605 a SB-T-121606) byla nasledné¢ sledovany z hlediska uc¢innosti
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a ptipadnych projevil systémové toxicity rovnéz v mySim in vivo modelu karcinomu ovaria

odvozeném od této bunééné linie.

4.2.1 U¢innost taxanti in vitro

Utinnost taxantl v bunéénych linii byla uréena pomoci stanoveni hodnoty ICso pro
kazdy taxan po 72-hodinové inkubaci taxani s buiikami linie NC/ADR-RES. Uginnost
novych SB-T derivatl byla fadové vyssi nez paklitaxelu. Jak lze pozorovat na grafech na
Obrazku 20A-B, efekt PTX na zivotaschopnost bunék je v porovnani s novymi SB-T
derivaty minimalni. Hodnota ICso pro PTX byla 1279 + 174 nM, pro taxany druhé
a SB-T-121402 taxanu tfeti generace se hodnoty ICso pohybovaly okolo 40 nM. Zbylé
SB-T tieti generace, SB-T-121605 a SB-T-121606, se ukazaly jako nejefektivnéjsi, skoro
dvakrat efektivngjsi (ICso ~ 22 nM) nez SB-T druhé generace a vice nez 50x u¢inngjsi
v porovnani s PTX. Efekt téchto taxani tfeti generace byl zaroven nejstabilnéjsi nejmensi

variabilitou napfi¢ individualnimi experimenty (Obrazek 20C).
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Obrazek 20. Grafické zobrazeni efektu taxanli na Zivotaschopnost (cell viability) bunck linie
NCI/ADR-RES. (A) Porovnani PTX a SB-T druh¢é generace. (B) Porovnani PTX a SB-T tfeti
generace. (C) Vysledné hodnoty ICso pro kazdy analyzovany taxan (prameér + smérodatna odchylka).
Experimenty byly provedeny ve tfech nezavislych opakovanich.

Sledovany efekt taxanii na NCI/ADR-RES buiiky byl nezavisle pozorovan v dal§im
experimentu provedeném na mikroskopu Etaluma720 s vyuzitim kitu CellTiter-Blue®
viability assay. Jak ukazuji grafy na Obrazku 21A-B, efekt PTX byl v obou experimentech
orientovanych na proliferaci nddorovych buné€k a indukci bunétné smrti podobny
s kontrolnim  vzorkem. Naproti tomu SB-T tieti generace (SB-T-121605

a SB-T-121606) zna¢né redukovaly prolifera¢ni kapacitu nddorovych bunék a vyrazné
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indukovaly smrt téchto bunék i pii nizké koncentrace jako je 20 nM. Tyto vysledky koreluji
s vysledky ziskanymi klasickym méfenim ICso.
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Obrazek 21. Sledovani t¢innosti taxanil v redlném case pomoci mikroskopu Etaluma720 po dobu
96-ti hodin. (A) Proliferacni kapacita nadorovych bunék linie NCI/ADR-RES. (B) Indukce bunééné
smrti taxany v linii NCI/ADR-RES. Zobrazené vysledky jsou primérem tii nezavislych experimentl
+ smerodatnd odchylka.

Utinnost taxanti byla dale verifikovana pomoci priitokové cytometrie a sledovanim
jejich schopnosti indukovat G2/M blok bunééného cyklu. Pro tento experiment byly bunky
NCI/ADR-RES inkubovany s taxany po dobu 24 hodin. Inkubace bun¢k s 300 nM PTX
nevedla k vyrazné indukci G2/M bloku (Obrazek 22A), ten byl pozorovan az pfi pouZiti
6000 nM PTX (Obrazek 22B), kdy byla pozorovana i velkd populace apoptotickych bunék
(subGO faze). Oproti tomu, inkubace s 300 nM s SB-T taxany druhé i tfeti generace vedla
1 indukci G2/M bloku. Inkubace s 20 nM téchto taxani nevedla k vyrazné indukci G2/M
bloku, vysledky byly porovnatelné s kontrolou (Obrazek 22C-G). V indukci G2/M bloku
byl nejefektivnéj§i SB-T-121605 v porovnani s dalsimi SB-T taxany, i kdyZz jen
s minimalnim rozdilem. I v té€chto experimentech byla pozorovédna vysoka variabilita mezi
experimenty s SB-T druhé generace, zejména u SB-T-1214, oproti tomu SB-T tfeti generace

a SB-T-1216 z druhé generace prokazaly stabilné;jsi vysledky (Obrazek 22H).
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Obrazek 22. Analyza bunééného cyklu bunék NCI/ADR-RES linie po inkubaci s taxany. (A) Bunky
inkubované s Cistym médiem, (B) s PTX, (C-G) s SB-T taxany druhé a tieti generace. (H)
Procentualni zastoupeni jednotlivych fazi buné¢ného cyklu pro jednotlivé taxany, véetné kontroly.
Experimenty byly ve dvou nezavislych opakovani, zobrazen je primér + smerodatna odchylka.

DalSim experimentem bylo stanoveni intracelularni koncentrace taxanii pomoci
vysokoucinné kapalinové chromatografie. Pro tento experiment byly uz vybrany pouze
SB-T taxany SB-T-1216, SB-T-121605 a SB-T-121606, které¢ prokazaly in vitro vysokou
ucinnost a zna¢nou stabilitu. Buniky z NCI/ADR-RES linie byly inkubovéany s 10 uM PTX,
SB-T-1216, SB-T-121605 a SB-T-121606 po dobu 120 minut. Intraceluldrni obsah SB-T
taxan byl 1,5-6x vyS$i nez v piipadé PTX, nejvétsi akumulace byla pozorovana pro

SB-T-121605 (Tabulka 5).
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Tabulka 5. Porovnani intracelularni koncentrace taxantt po 120-minutové inkubaci bunék
NCI/ADR-RES s taxany. Experimenty byly provedeny ve tiech nezdvislych opakovanich, zobrazen
je primér v % =+ smécrodatnd odchylka. P-hodnoty stanoveny pomoci neparového t-testu
(*** P<0.001).

Taxan Procento absorbované latky v Signifikance mezi SB-T a
NCI/ADR-RES buiikach PTX v absorpci

Konvenéni taxan

PTX 0,6+0,3 -
SB-T druhé generace

SB-T-1216 3,6+0,3 3,52E-04***
SB-T ti‘eti generace

SB-T-121605 9,3+0,8 9,32E-04***
SB-T-121606 6,2+0,5 1,18E-04***

4.2.2 U&innost taxani in vivo

Pro tucely sledovani ucinnosti a toxicity nejslibnéjSich kandidati z fady SB-T
taxanovych derivatl in vivo byl v rdmci disertacni prace zaveden model mys$ich nadorovych
xenografti odvozenych pravé od vysoce rezistentni bunécéné linie karcinomu ovaria
NCI/ADR-RES. Na tomto modelu jsme analyzovali na zaklad& in vitro experimentl vybrané
derivaty — SB-T-121605 a SB-T-121606. Piehled experimentalnich skupin je uveden
v Tabulce 6.

Tabulka 6. Prehled experimentalnich skupin xenografti véetné aplikovanych kombinaci.

ReZim/Skupina Podavana lécba

I 4% DMSO (kontrolni)

I 10 mg/kg PTX

I 9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121605
v 7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121605
v 5 mg/kg PTX + 5 mg/kg SB-T-121605
VI 3 mg/kg SB-T-121605

VII 9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121606
VIII 7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121606

Prvni experiment byl soustiedén na SB-T-121605, ktery byl testovan ve tfech
riznych kombinacich sPTX (9 mgkg /PTX + 1 mgkg SB-T-121605,
7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121605 a 5 mg/kg PTX + 5 mg/kg SB-T-121605) a také
samotny o koncentraci 3 mg/kg. Tyto rezimy byly porovnavany s kontrolni skupinou, které
bylo podavané 4% DMSO ve vodé a se skupinou lééebnou PTX o koncentraci 10 mg/kg.
Jak kontrolni skupina, tak skupina lé¢ena 10 mg/kg PTX ukézala kontinualni rist nadoru

béhem celého experimentu. Skupina 1éfend kombinaci 9 mgkg /PTX
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+ 1 mg/kg SB-T-121605 ukézala signifikantni zpomaleni riistu oproti skupiné lécené pouze
PTX (P=0,03 po tteti and P=0,01 po paté aplikaci). Kombinace 7 mgkg PTX
+ 3 mg/kg SB-T-121605 zptsobila vyrazné zpomaleni ristu nadoru, avSak vysledky diky
vysoké variabilité¢ v experimentalni skupin€ nebyly signifikantni (Obrazek 23). Kombinace
s nejvyssi koncentraci SB-T-121605 (5 mg/kg PTX + 5 mg/kg SB-T-121605) také efektivné
zpomalila rtist nadoru, avSak uz se zacala projevovat zvySena toxicita SB-T taxand, ktera se
projevila zejména snizenou prichodnosti stfev a celkovym straddnim experimentalnich
jedincti. Toto bylo i pozorovano u jedinct 1é¢enych pouze 3 mg/kg SB-T-121605, ktera sice
signifikantné¢ zmensSila velikosti nadoru v porovnani s PTX (P=0,01), ale toto bylo
doprovazenou znacnou toxicitou (data neukazana).

Aplication 2
M Aplication 5

200

150

Tumor volume change (%)
- a g
—
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Obrazek 23. Uginnost SB-T-121605 v in vivo modelu rezistentniho karcinomu ovarii. U¢innost je
zobrazena jako procentudlni zména mezi jednotlivymi aplikacemi, ktera je vztazena vzdy
k hodnotam na poc¢atku experimentu. P-hodnoty byly stanoveny neparovym t-testem (*P<0,05).

Dalsi experiment byl soustiedén na druhy derivat SB-T taxanii tfeti generace —
SB-T-121606. V tomto experimentu jsme porovnavaly ucinnosti nasledujicich kombinaci
(9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121606 a 7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121606) s kontrolni
skupinou a skupinou lé¢enou pouze 10 mg/kg PTX. Obé kombinace prokéazaly vyrazné vétsi
efektivitu v potlaceni rGstu nddoru v porovnani s PTX (Obrazek 24). Vyrazné zmenSeni
velikosti nddoru bylo pozorovano pro kombinaci 9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121606
v porovnani s PTX, at’ po tieti aplikaci (P=6,8E-05) 1 paté aplikaci (P=0,0004). Kombinace
7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121606 také efektivné potlacovala rist nddoru, avSak

v experimentalni skupiné byla pozorovana znacna variabilita a také toxicita. Toxicita byla
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podobna pro oba SB-T tfeti generace — SB-T-121605 a SB-T-121606, pficemz SB-T-121606

se zdéa byt o néco Ucinnéjsi (Obrazek 25).
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Obrazek 24. U¢innost SB-T-121606 v in vivo modelu rezistentniho karcinomu ovarii. U¢innost je
zobrazena jako procentudlni zména mezi jednotlivymi aplikacemi, ktera je vztaZzena vzdy
k hodnotdm na poc¢atku experimentu. P-hodnoty byly stanoveny neparovym t-testem (***P<0,001).
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Obrazek 25. Porovnani ucinnosti SB-T-121605 a SB-T-121606 v in vivo modelu rezistentniho
karcinomu ovarii. U¢innost je zobrazena jako procentualni zména mezi jednotlivymi aplikacemi,

ktera je vztazena vzdy k hodnotam na pocatku experimentu. P-hodnoty byly stanoveny neparovym
t-testem (*P<0,05; ***P<0,001).

4.2.3 Role kandidatnich molekul ABCC3, CPS1 a TRIP6 v rezistenci k taxanim
Vysledky této jsou detailné popsany v publikovaném ¢lanku s ndzvem - The Role of

TRIP6, ABCC3 and CPS1 Expression in Resistance of Ovarian Cancer to Taxanes
(Priloha VI).

V této studii jsme se soustfedili na studium ulohy kandidatnich molekul ABCC3,

CPS1 a TRIP6 vrezistence ktaxanim. Vybér prave téchto tii molekul vychazel
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z ptedchozich studii Odd. Toxikogenomiky ve spolupraci s 3LF UK, kde byla jejich
vyznamna deregulace pozorovana v in vitro modelech karcinomu prsu, a to v rezistentni linii
MCF-7 k paklitaxelu oproti senzitivni linii (nepublikovana data). V této studii jsme se
soustiedili na jejich charakterizaci u karcinomu ovarii. Tyto molekuly byly studovany na
urovni mRNA i proteinu a to v n¢kolika modelech — bunéénych linii (NCI/ADR-RES,
OVCAR-3, SKOV-3), in vivo modelu rezistentniho modelu karcinomu ovarii odvozeného
od NCI/ADR-RES linie a na vybéru 113 pacientek s karcinomem ovarii (N=113)
a 17 kontrolnich vzorcich tkané ovaria bez znamek malignity (N=17). V ramci této studie
byl téz sledovan vliv paklitaxelu a Stony Brook taxanti na jejich expresi, jak v in vitro, tak

in vivo modelech.

4.2.3.1 Exprese kandidatnich molekul v in vitro modelech karcinomu ovarii

Nejprve byla analyzovana exprese ABCC3, CPS1 a TRIP6 v paklitaxel rezistentnich
bunécnych liniich karcinomu ovarii (SKOV-3/RES, OVCAR-3/RES, NCI/ADR-RES).
Linie SKOV-3/RES a OVCAR-3/RES byly ptipraveny dlouhodobou kultivaci senzitivnich
SKOV-3/SEN a OVCAR-3/SEN linii s paklitaxelem.

V NCI/ADR-RES linii byla nejvétsi exprese na trovni mRNA pozorovdna pro
TRIP6, nasledné¢ CPSI a nejméné exprimovan byl transportér ABCC3. Opacny trend byl
pozorovan v linii SKOV-3/RES, kde byl nejvice exprimovan transportér ABCC3 a nejméné
TRIP6. V linii OVCAR-3/RES byla exprese vSech molekul celkové nizkad v nasledujicim
pofadi od nejvice exprimované: ABCC3 > TRIP6 > CPSI (Obrazek 26A). Trend exprese
TRIP6 a ABCC3 na trovni mRNA byl pozorovan i na rovni proteinu (Obrazek 26B).
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Obrazek 26. Exprese kandidatnich molekul ABCC3, CPS1 a TRIP6 v paklitaxel rezistentnich liniich
karcinomu ovarii. (A) Relativni exprese ABCC3, CPSI, TRIP6 na Grovni mRNA (zobrazena ve
formé 2-2<"). (B) Reprezentativni imunoblot ABCC3, CPS1 a TRIP6 v paklitaxel rezistentnich liniich
karcinomu ovarii. Experimenty byly provedeny ve tfech nezavislych opakovanich.
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Nejvétsi rozdil v expresi mezi senzitivni s rezistentni linii byl pozorovan mezi
SKOV-3/SEN a SKOV-3/RES pro CPS1 gen (P=0,02) (Obrazek 27A) a trend vyssi exprese
CPS1 vrezistentnim klonu SKOV-3/RES byl pozorovan i1 na urovni proteinu

(Obrazek 27B).
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Obrazek 27. Exprese CPS1 v SKOV-3/SEN linii karcinomu ovarii a rezistentnim klonu
SKOV-3/RES in vitro. (A) Relativni exprese CPS! na tUrovni mRNA v SKOV-3/SEN
a SKOV-3/RES linii (zobrazena ve formé& 24"). (B) Reprezentativni imunoblot proteinu CPS1
v SKOV-3/SEN a SKOV-3/RES linii. Exprese byla méfena v technickych triplikatech. P-hodnota
stanovena neparovym t-testem (*P<0,05).

4.2.3.2 Efekt paklitaxelu a Stony Brook taxanii na expresi kandiddtnich molekul in vitro

Dalsi fazi studie byla analyza exprese kandidatnich molekul v bunééné linii
NCI/ADR-RES po 48-hodinové kultivaci s paklitaxalem (3000nM koncentrace) a SB-T
taxany tfeti generace — SB-T-121605 a SB-T-121606 (300nM koncentrace). Bunécna linie
NCI/ADR-RES byla pro dalsi studie vybrana na zékladné¢ podobného expresniho profilu
s nadorovou tkani karcinomu ovarii. Koncentrace PTX a SB-T byly vybrany na zakladé
efektivni  koncentrace pro indukci G2/M bloku (Ehrlichova et al. 2005;
Vobotilova et al. 2011; Ehrlichova et al. 2012).

Kultivace s taxany vedle k signifikantnimu sniZeni exprese genit ABCC3 a CPSI,
exprese TRIP6 zménéna nebyla. Oba taxany tfeti generace (SB-T-121605 a SB-T-121606)
sniZily exprese obou genil skoro dvakrat vice nez PTX (Obrazek 28A-B). Kultivace
s SB-T-121605 vedla k signifikantnimu sniZzeni exprese ABCC3 oproti PTX (P=0,028).
Signifikantni sniZzeni exprese genu CPSI bylo pozorovéano, jak u kultivace s PTX
(P <0,001), SB-T-121605 (P<0,001) i SB-T-121606 (P<0,001). Pfi¢emz snizeni exprese
CPS1 bylo v ptipadé¢ SB-T-121605 (P<0,001) i SB-T-121606 (P<0,001) bylo skoro

dvojnasobné vétsi v porovnani s PTX.
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Obrazek 28. Exprese geni ABCC3 (A) a CPSI (B) vNCI/ADR-RES linii pro kultivaci
s paklitaxelem ¢i se Stony Brook taxany - SB-T-121605 a SB-T-121606. Zména genové exprese je
zobrazena ve formé — 224 (tzv. fold change) = SD. Exprese byla méfena v technickych triplikatech.
P-hodnota stanovena neparovym t-testem (*P<0,05; ***P<(,001). SD (smerodatna odchylka)

4.2.3.3 Efekt paklitaxelu a Stony Brook taxanii na expresi kandiddatnich molekul in vivo
Nésledné jsme sledovali expresi téchto molekul v in vivo modelu karcinomu ovarii

odvozeného od bunécné linie NCI/ADR-RES. Exprese byla méfena v nékolika skupindch

xenografti (kazda skupina Citala 5 mysi), které byly 1éCeny riznymi kombinaci taxanii

(Tabulka 7).

Tabulka 7. Prehled experimentalnich skupin xenograftii véetné aplikovanych kombinaci.

ReZim/Skupina Podavana lécba

I 4% DMSO (kontrolni)

I 10 mg/kg PTX

I 9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121605
v 7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121605
v 9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121606
\ 7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121606

Exprese genu ABCC3 se mezi jednotlivymi skupinami neliSila a byla celkové velmi
nizka. Exprese genu CPS! byl vyznamn¢ snizena ve skupinach 1é¢enych kombinaci PTX
a SB-Ts; 9 mgkg PTX + 1 mgkg SB-T-121606 (P=0,004), 7 mgkg PTX
+ 3 mg/kg SB-T-121606 (P<0,001) a 7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121605 (P=0,042)
v porovnani se skupinou lécebnou pouze PTX (10 mg/kg) (Obrazek 29A). Tyto vysledky
jsou v souladu s pozorovanym snizenim exprese CPS! v in vitro modelu. | exprese genu
TRIP6 byla snizena ve skupindch léenych novymi SB-Ts a to ve skupinach lécenych

kombinaci 9 mg/kg PTX + 1 mgkg SB-T-121606 (P=0,001) a 7 mgkg PTX
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+ 3 mg/kg SB-T-121606 (P=0,003) v porovnani se skupinou lé¢enou pouze PTX (10 mg/kg)
(Obrazek 29B).

Expresi CPS1 1 TRIP6 jsme analyzovali téZ na urovni proteinu. SniZzeni exprese
proteinu obou molekul byla pozorovéana ve skupinach 1é¢enych kombinacemi 9 mg/kg PTX
+ 1 mg/kg SB-T-121605 (P=0,001 pro TRIP6 a P=0,004 pro CPS1) a 7 mg/kg PTX
+ 3 mg/kg SB-T-121606 (P=0,004 pro TRIP6 a P=0,006 pro CPS1) v porovnani se
samostatnym PTX (10 mg/kg) (Obrazek 29C). Pro skupinu lécenou kombinaci
9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121605 a 7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121605 jsme

pozorovali korelaci exprese CPS1 na urovni mRNA s proteinu (P=0,037).
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Obrazek 29. Exprese CPS1 a TRIP6 na urovni mRNA a proteinu v in vivo modelu. Exprese
na urovni mRNA (A) CPS!I a (B) TRIP6 v in vivo modelu po 1é¢bé riznymi kombinacemi 1&Civ.
Zména genové exprese je zobrazena ve formé — 244 (tzv. fold change) + SD. (C) Reprezentativni
imunoblot proteini CPS1, TRIP6 a B-aktinu. P-hodnota stanovena neparovym t-testem (*P<0,05,
**p<(,01; ***P<(0,001). SD (smerodatna odchylka)

4.2.3.4 Exprese kandidatnich molekul v nadorové tkani pacientek s karcinomem ovarii
V posledni ¢asti studie jsme se soustiedili na expresi ABCC3, CPS1 a TRIP6

ve vzorcich nadorové tkan€ pacientek s karcinomem ovarii. Exprese byla celkem

analyzovana ve 113 vzorcich naddorové tkané (N=113) a 17 kontrolnich tkdnich ovaria bez

znamek malignich bunék. Detailni charakteristika pacientek je v Priloze VI.

v

jak bylo pozorovano v bunécné linii NCI/ADR-RES. Pti porovnani vzorkli nadorové tkané
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a kontrolnich nenadorovych vzorki byla pozorovana niz$i exprese TRIP6 a CPSI
ve vzorcich naddorové tkané. Bez rozdilu doby sbéru nadorovych vzorka — vzorky odebrané
pied chemoterapii, ¢i po probéhlé neoadjuvantni chemoterapii. Exprese genu ABCC3 byla
zvysena ve vzorcich nadorové tkané odebranych pted chemoterapii v porovnani s kontrolni
tkani, avSak u vzorkli po neoadjuvantni chemoterapii tento rozdil nebyl jiz pozorovéan
(Tabulka 8). Obdobny efekt byl pozorovan in vitro, kdy po podani taxanti exprese ABCC3
byla snizena. Korelace exprese pro CPS1 a TRIP6 na urovni mRNA a proteinu zde nebyla
statisticky signifikantni (P=0,528, respektive P=0,260).

Tabulka 8. Rozdily genové exprese ABCC3, CPSI a TRIP6 ve vzorcich nadorové tkané (N=113)

a kontrolni tkan¢ ovarii (N=17). Vzorky nadorové tkané byly dale rozdéleny na vzorky odebrané
pted chemoterapii (N=89) a vzorky po neoadjuvantni chemoterapii (N=24).

Gen Tkané pred chemoterapii vs. kontrolni  Tkané po neoadjuvanci vs. kontrolni
tkan tkané
ABCC3 T NS
CPS1 J#E* JFEE
TRIP6 J#EE JFHE

Vysvétlivky: 1 (zvySena exprese), | (snizend exprese), EOC (epitelidlni karcinom ovarii), NS
(nesignifikantni vysledek), P hodnoty vypocitané programem REST2009 (*P<0.05, ***P<0.001).

Exprese ABCC3, CPS1 a TRIP6 byla taktéz porovnana s klinickymi parametry.
Avs$ak zadny signifikantni vztah s parametry jako histologicky grade, klinické stadium
onemocnéni, histologickym typem, odpovédi na chemoterapii. Nicméné€ byl objeven vztah
mezi expresi CPSI a TTP, pacientky s vyS$si expresi CPSI mély signifikantné kratsi TTP,
nez ostatni pacientky (Obrazek 30).

P =0.05

Survival probability

Higher expression —

0.0 T T T T T
1] 20 40 60 80 100
Time to progression in months

Obrazek 30. Kaplan-Meierova kiivka pro CPSI. Pacientky byly pro analyzu rozdéleny do dvou
skupin podle medianové hodnoty exprese CPSI. Vyssi exprese CPSI byla pozorovana celkem
u 55 pacientek (N=55) a nizsi exprese u 54 pacientek (N=54). P-hodnota byla stanovena pomoci log-
rank testu.
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5 Diskuze

Hlavnim tématem piedkladané prace byla charakterizace molekularniho profilu
karcinomu ovarii ve vztahu k prognoze, onemocnéni, predikci rozvoje rezistence ke
konvencné podavané chemoterapii, kterd je v pfipadé karcinomu ovarii zalozena na
kombinaci paklitaxelu a platinovych derivat — cisplating ¢i karboplatin€ a piezivani. Zvlaste
identifikace molekularnich zmén v nadorové tkani zpusobenych podanim chemoterapie
a odliSnosti odpovédi na terapii jednotlivych pacientek mize pomoci porozuméni procesu
rozvoje rezistence. Tyto molekularni determinanty by v budoucnu mohly byt vyuzity jako
biomarkery uspésnosti chemoterapie, ¢i jako potencidlni terapeutické cile.

Druhym a neméné dilezitym tématem bylo sledovani u€innosti novych taxanovych
derivati, tzv. Stony Brook taxanit, které byly syntetizovany s cilem piekonat mnohocetnou
Iékovou rezistenci a byt efektivni v rezistentnich nddorech se zvySenou expresi ABCBI.

V této kapitole jsou postupné diskutovany vysledky jednotlivych studii, které byly
provedeny ve snaze pomoci porozumeéni vztahu molekuldrniho profilu nadora k prognéze,

predikci odpovédi a rozvoje rezistence a moznostem jejiho piekonani.

5.1 Expresni profil ABC transportéri

Prvni studie molekuldrniho profilu karcinomu ovarii byla zaméfena na komplexni
analyzu expresniho profilu ABC transportéri, jejichz role v transportu Sirokého spektra 1éciv
a fady jinych substrati je velmi dobfe zdokumentovana v fadé¢ jiz publikovanych studii.
Studie byla soustfedéna na expresi 33 ABC transportérti, jejichz exprese byla detekovana
v nadorové tkéani karcinomu ovarii pomoci RT-PCR (Elsnerova et al. 2016; 2017). V ramci
analyzy data byly porovnany dva zptisoby normalizace dat genové exprese pred samotnou
bioinformatickou analyzou dat.

Mezi nejznaméjsi a nejvice studované ABC transportéry jsou fazeny ABCBI
(MDRI1, Pg-p), ABCC1 (MRP1) a ABCG2 (BCRP). Zejména zvysena exprese transportéru
ABCBI je hlavnim znakem tzv. mnohocetné 1ékové rezistence, ktera byva ¢asto pozorovana
u pacientti 1éCenych chemoterapii (Gottesman et al. 2002). A jaké stftedem zajmu jako jeden
z terapeutickych cilli ze Sirokého spektra ABC transportérl, jehoZ inhibice ¢i sniZeni
transportni aktivity miize pomoci pfekonat rezistenci nddorovych bun¢k (Nanayakkara et al.
2018).

NejzajimavéjSim vysledkem této studie byl specificky expresni profil ABC

transportéri, ktery statisticky asocioval s dobou do progrese onemocnéni (TTP), rezistenci
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k podavané chemoterapii, ¢i metastatickou progresi. Jako pozitivni prognosticky faktor
bychom mohli oznacit snizenou expresi ABCC4, ABCCI10, ABCD3, ABCEI, ABCFI,
ABCF?2 a ABCF3, ktera statisticky korelovala s dobrou odpovédi na chemoterapii a delsim
TTP. Opacné, jako negativni prognosticky faktor bychom mohli oznacit zvySenou expresi
ABCBI a ABCG?2 ve spojitosti se snizenou expresi ABCB1 1, které¢ statisticky korelovaly se
Spatnou odpovédi pacientek na chemoterapii a kratkym TTP. Asociace exprese ABCAY,
ABCA10a ABCC9 s progresi onemocnéni a metastatickym rozsevem, které byly pozorovany
v nasich piedeslych studiich, byly pozorovany i béhem této studie (Elsnerova et al. 2016;
2017). Identifikovany profil byl slozen znékterych velmi znamych transportért
chemoterapeutik, jako ABCBI1 ¢i ABCG2, ale také transportéry, jejichz role v transportu
chemoterapeutik neni zcela ziejma.

V tadé¢ studii byla pozorovana deregulace genové exprese ABCBI (na irovni mRNA
i proteinu) mezi nddorovou tkéni a nenddorovou kontrolni tkani — u karcinomu prsu
(Hlavac et al. 2013), kolorektalniho karcinomu (Hlavata et al. 2012) a i karcinomu ovarii
(Ehrlichova et al. 2013; Elsnerova et al. 2016). Dilezitou zménou exprese ABCBI1 je
zejména jeji zvySeni, které je pozorovano ve spojitosti s rezistenci k paklitaxelu a fadé
dalSich chemoterapeutik (Januchowski et al. 2013; 2014; 2017; Duan et al. 2004). I zde byla
pozorovana zvySena exprese ABCBI ve spojitosti s horSi odpovédi na chemoterapii
a rychlejsi progresi onemocnéni, jak bylo taktéZ pozorovano v dalSich studii soustfedénych
na karcinom ovarii (Yakirevich et al. 2006; Lu et al. 2007; Sedlakova et al. 2015;
Penson et al. 2004; Surowiak et al. 2006). Soucasti expresniho profilu byl také transportér
ABCBI 1, ktery sdili velkou sekven¢ni homologii s transportérem ABCBI a je také spojovan
s rezistenci k paklitaxelu (Childs et al. 1998). Jednim z nejstudované;Sich transportért je
ABCG2, ktery je spojovan s rezistenci u karcinomu prsu. Pficemz byly publikovany dikazy
1 pro roli vrezistenci k paklitaxelu u karcinomu ovarii (Zanotti et al. 2017;
Chung et al. 2019).

Z mén¢ zndmych ABC transportérii ve vztahu k MDR, byl nejzajimavéjsi vztah
nizkych hladin exprese ABCC4 a ABCC10 k dobré odpovédi a delSimu TTP. Tento fakt
podporuji studie exprese ABCC4, kde byl pozorovan negativni efekt vyssi hladiny ABCC4
na PFS (z angl. progression-free survival) u pacientek s karcinomem ovarii (Bagnoli et al.
2013), ¢i asociace vyssi exprese ABCC4 rezistenci k docetaxelu u karcinomu prostaty

(Huang et al. 2020a). Ci odhaleni role ABCC10 v rezistenci k docetaxelu (Hopper-Borge et
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al. 2004) i paklitaxelu a to i u endometrialniho karcinomu (Hopper-Borge et al. 2011; Huang
et al. 2021).

Podobné jsme jako pozitivni prognosticky faktor detekovali nizké hladiny ABCF2.
Tento fakt je tieba zohlednit zejména v souvislosti s 1écbou, protoze jeho vyssi hladiny byly
nalezeny u high-grade ser6zniho karcinomu ovarii ve vzorcich odebranych po 1é€bé oproti
vzorkiim odebranych pred 1é¢bou (L’Espérance et al. 2006). Zajimavym vysledkem bylo
1 objeveni asociace s léCebnou odpovédi a prezivanim pro transportéry ABCE1, ABCF1
a ABCF3, které dosud v ptipad¢ karcinomu ovarii nebyly pozorovany. Ve studii soustfedéné
na hepatocelularni karcinom byl pozorovana vyssi exprese ABCF1 ve spojitosti s rezistenci
k cisplating, doxorubicinu 5-fluorouracilu (Fung et al. 2019). To mutze hrat vzhledem
k biologické funkci téchto transportérli, kterou je cast na regulaci iniciace translace
v procesu karcinogenese a nadorové progrese pomérné vyznamnou roli.

Dutlezitost analyzy komplexnéjsiho expresniho profilu, nejen v piipadé ABC
transportéri, byla pozorovana vtadé studii. Vystupy statistickych analyz byly
signifikantnéj$i pii vyuziti panelu vice genii nez jednoho genu samotného, zejména
v analyzach soustiedénych na jejich moznou prediktivni funkci. Naptiklad, ve studii
Park et al.,, byl identifikovan nejidedlnéjsi prediktor pro odpovéd’ k neoadjuvantni
chemoterapii na zakladé exprese ABCCS, ABCA1 a ABCA12. Tyto transportéry byly
vysoce exprimovany v nddoroveé tkani ve skuping pacientek s rezidualni nemoci v porovnani
se skupinou charakterizovanou kompletni odpovédi. (Park et al. 2006). U dalSich typa
nadorovych onemocnéni byly pozorovany ve vztahu k rezistenci deregulace panelit ABC
transportérti napf. pacientti s akutni myeloidni leukémii (Marzac et al. 2011) ¢i u pacientt
s karcinomem prsu, kolorekta a pankreatu (Dvorak et al. 2017). Posledni roky jsou usilovné
vénovany genotypizaci ABC transportérti. Delece v genech ABCBI, ABCB4, ABCBS,
ABCC7,ABCCI11, ABCC12, ABCF2 a ABCG4 byla asociovana s odpovédi na neoadjuvantni
1é€bu a snizend exprese téchto genti korespondovala s lepSi odpoveédi na chemoterapii
u karcinomu prsu (Tsyganov et al. 2022). V genotypiza¢ni studii naSi laboratofe byla
objevena asociace zarodeénych mutaci v genech ABCA4, ABCAY, ABCAI2, ABCBS,
ABCCS5, ABCCS, ABCC11 a ABCD4 s odpovédi na terapii u pacientek s karcinomem prsu,
avSak tyty asociace neprosly FDR korekci (Hlavac et al. 2020). Vyznam zmén genové
exprese ABC membranovych transportéri pro prognézu a pro rozvoj rezistence se tedy na
zaklad¢ vSech studii ukazuje byt pomérné dilezity a v panelech sledujicich molekularni

profil nadort by vybrané ABC transportéry mély byt zahrnuty a vyuzivany v klinické praxi.
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5.2 Komplexni profil DNA reparac¢niho systému

V analyzach molekularniho profilu byla déale pozornost vénovana v této disertacni
DNA reparacniho systému a jeho zméndm v zavislosti na odpovédi k chemoterapii. Pro tuto
studii bylo vybrano 178 genli pokryvajicich veSkeré znamé DNA reparacni drahy
(Priloha III). StéZejni analyzou bylo porovnani komplexniho profilu — genové exprese,
metylacniho profilu a genetické variability mezi pacientkami rozdélenych do skupin podle
délky PFI (tzv. platinum-free interval) a to na platinum-rezistentni a platinum-senzitivni
skupinu pacientek.

Nejzajimavéjsimi vysledky této studie byla identifikace profilu charakterizujiho
platinum-rezistentni skupinu — snizena exprese gentt DDB2, HELQ a MADZ2L2, zvySena
exprese PRPF19, niz$i hladina metylace genu RADS50, somatické mutace v genech XPC
a PRKDC stimulujici expresi genu FAAP20 v této skuping. Pro platinum-senzitivni skupinu
byla charakteristicka zvysena exprese DDB2, HELQ a MADZ2L?2, snizena exprese PRPF19,
vys$si metylace genu RADS5(0 a somatické mutace v genech BRCAI a RAD9A stimulujici
metylaci genu RBBPS v této skupin€. Z porovnani mezi témito molekuldrnimi profily
a klinickymi parametry byly nejzajimavéjsi asociace zvySené exprese DUT s piitomnosti
peritonealnich metastdz a asociaci mezi mutacemi 7P53 s high-grade ser6znim subtypem.
Somatické mutace v genech XPC a PRKDC byly taktéZ spojeny s kratSim celkovym
pfezivam pacientek s karcinomem ovarii.

Pokud bychom se podivali na rozloZeni téchto genti do jednotlivych reparacnich
drah, tak nejvice zmén bylo identifikovano v draze homologni rekombinace (BRCAI,
HELQ, RAD50 a RBBPS).

Asociace zvysené exprese DUT s peritonedlnimi metastdizemi nebyla doposud
popsana, ani u jinych karcinomti. Jiné studie vSak ukézaly, napf. pozitivni asociace exprese
DUT s vys§Sim gradem nadort zaludku (Wang et al. 2021), u pacienti s kolorektalnim
karcinomem a l1é¢enych 5-FU asociaci exprese DUT s krat§Sim DFS (Nobili et al. 2011). Gen
DUT, byl navrzen jako biomarker rezistenci k 5-FU, diky své pfirozené funkci
v metabolismu 5-FU, ale také pro cisplatinu (Park a Lenz 2006; Vodenkova et al. 2020).

Vyssi metylace genu RADS50 v platinum-senzitivni skupin€ byla nejzajimavéj$im
vysledkem metylacni ¢asti studie. Zmény metylacniho profilu byly objeveny v oblasti
TSS1500, tedy v oblasti v okoli promotoru genu. O metylaénim profilu genu RAD50 toho
neni moc znamo, je mnohem vice charakterizovan na Grovni genové exprese ¢i genetické

variability. Zejména zarodecné mutace tohoto genu jsou spojovany s vysSim rizikem
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karcinomu prsu a $patnou progndzou tyto pacienty, jejich role u pacientek s karcinomem
ovarii je stale objasnovany (Fan et al. 2018; Heikkinen 2003; Zhang et al. 2016). Nase
vysledky mizeme z Casti podpofiit expresnimi studiemi v in vitro modelech rezistentniho
karcinomu ovarii k platinovym derivatim (A2780, PEO4), kdy v téchto liniich byla
pozorovana vyssi exprese RADS50. Pficemz umlcéeni exprese RADS50 pomoci siRNA zvysila
senzitivitu téchto linii k cisplatiné (Kalra a Bapat 2013; Alblihy et al. 2020).

Analyza metylacniho profilu ve spojitosti s genetickou variabilitou ukazala
zajimavou spojitost somatickych mutaci BRCAI (p.L1476fs; g.chr17:43076608delA),
RADY9A (p.E184K; p.G24R) s metylaci genu RBBPS. Vyssi hladina metylace genu RBBPS
byla pozorovana u pacientek z platinum-senzitivni skupiny a nesoucimi tyto mutace. RBBP8
biologicky funguje jako interak¢éni partner mezi proteiny Rb a BRCAI1 v opravé dvou
fetézcovych zlomit DNA pomoci homologni rekombinace. Ve studii na karcinomu
mocového méchyie popsali asociaci hypermetylace RBBPS s delsim celkovym ptezivanim
pacientdl (Mijnes et al. 2018).

Asociace mezi somatickymi mutacemi PRKDC (p.E3448G; p.Y1243R; p.L1242fs),
XPC (rs750450365; p.E433K) a zvySenou expresi FAAP20 v platinum-rezistentni skupiné
byla pozorovana 1 v TCGA databazi. Zde byla mozZnost porovnat platinum-rezistentni
skupinu s mutacemi i bez nich. Tyto mutace byly zajimavé 1 z ohledu asociace s celkovym
prezivanim pacientek. PfiCemz asociace somatickych mutaci PRKDC s pfezivanim
pacientek nebyla doposud pozorovana. Vice je zndmo o expresi genu PRKDC, vyssi exprese
PRKDC byla pozorovana u pacientek s karcinomem ovarii s krat§im celkovym prezivanim
a celkove horsi progndézou (Sun et al. 2019; Abdel-Fatah et al. 2014; Perrone et al. 2016).
Um¢élé sniZzené exprese PRKDC v bunéénych liniich karcinomu prsu MCF-7 a nékolik
liniich karcinomu ovaria (SKOV3, PEO4, PEA2, PEO23 a A2780) zvysilo senzitivitu téchto
linii k cisplatiné (Sun et al. 2017; Stronach et al. 2011; Dejmek et al. 2009). Oproti tomu
genetickd variabilita genu XPC je vice prozkoumana. Ve dvou studiich byla popsana
asociace jednobodového polymorfismu rs2228001 s vysSim rizikem vzniku karcinomu
ovarii, ¢i SNP rs3731108 a rs1124303 s delSim PFS (Zhao et al. 2018; Fleming et al. 2012),
avsak jejich klinicky vyznam nebyl jesté popsan v databazi ClinVar.

Potteba je 1 zminit limitace této studie, kterych jsme si védomi. Jednou z ni je velikost
vybéru pacientek vybranych pro tuto studii. Proto je nutné tyto vysledky validovat ve vétSim
vybéru pacientek, které by klinickymi parametry odpovidaly nasemu vybéru. Problematiku

hledani dalSich dat pro validaci mizeme ilustrovat na databazi TCGA, kde je sice mozno
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ziskat expresni data z RNA sekvenovani pro 492 pacientek s karcinomem ovarii, ale
nekompletnost klinickych dat vedla k tomu, Ze pro nasi validaci jsme mohli vyuzit pouze
data od 232 pacientek. Podobny problém je u metylacnich dat z této databaze, u nichz je
hlavnim problémem, Ze v piipad¢ karcinomu ovarii jsou metyla¢ni data pouze z nejstarsi
verze metyla¢nich mikro€ipi pokryvajicich ~ 27 000 metylacnich mist nap#i¢ genomem.
Proto jejich vyuziti pro validaci neni vhodné. Je v§ak vhodné zminit, ze analyza metyla¢niho
profilu pomoci nejnovejsi verze téchto mikrocipti (Infinium MethylationEPIC)
pokryvajicich vic nez 850 000 metylacnich mist napfi¢ genomem je jednim z ptinosi této
studie. Limitaci celoexomového sekvenovani ve vybéru pacientek této velikosti je mozné,
ze varianty s nizkou frekvenci (vzacné varianty MAF = 1-5% a velmi vzacné varianty MAF
< 1%) nebudou detekovany.

V této studii bylo objeveno n€kolik zajimavych vysledkii a asociaci v ramci
propojeni molekularnich profili na nékolika Grovnich. Mezi nejzajimavéjsi vysledky patii
potvrzeni vysokého poctu mutaci v genu 7P53 u high-grade ser6zniho subtypu karcinomu
ovarii, ¢i vys$si metylace genu RADS50 v platinum-senzitivni skupiné€ pacientek. Taktéz
identifikace propojeni genetické variability s expresnim a metylacnim profilem. Propojeni
somatickych mutaci XPC, PRKDC a exprese FAAP20 shorsi senzitivitou k podavané
chemoterapii. A taktéZ spojitosti mutaci XPC a PRKDC s celkovym prezitim pacientek,
ktera nebyla doposud popsana. A posledni fad€ propojeni mutaci BRCA1, RAD9A4 s metylaci
RBBPS s lepsi senzitivitou k chemoterapii. Veskeré vysledky je nutné validovat ve vétsi
kohorté¢ pacientek s karcinomem ovarii ovSem s dobfe definovanou odpovédi k chemoterapii

a kompletnimi klinickymi daty.

5.3 U¢innost novych SB-T taxani

Soucasti predkladané prace byla téZ analyza novych taxanovych derivatd, tzv. Stony
Brook taxanti, které jsou jedny z mnoha novych latek syntetizovanych s cilem vyssi
ucinnosti oproti jiz existujicim latkam v rezistentnich nadorech.

Utinnost starsi generace SB-T taxantl, které byly syntetizovany uz v roce 1996, byla
jiz publikovana v n€kolika in vitro studiich, zejména zamétenych na karcinomu prsu a ovarii
(Ojima et al. 1996; 2008; Ehrlichova et al. 2005; Ehrlichova et al. 2012; Jelinek et al. 2015).
Strukturalni zmény paklitaxelu, které vedly ke vzniku téchto taxanii byly provedeny s cilem
zvySeni UCinnosti v nadorech exprimujicich P-glykoprotein ¢i nesoucich mutace

v B3 tubulinu, které jsou hlavnimi divody v rezistenci k paklitaxelu (Ojima et al. 2008;
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Matesanz et al. 2014). Dnes jsou jiz testovany SB-T tfeti generace, které byly syntetizovany
upravou druhé generace SB-T (Wang et al. 2020).

Pro studium tucinnosti téchto SB-T taxani je v nasi laboratofi vyuZzivana bunécna
linie karcinomu ovarii s fenotypem mnohocetné 1€kové rezistence — NCI/ADR-RES pro
in vitro experimenty a z této linie byl nasledn¢ Gspésné zaveden in vivo model pro dalsi
experimenty uc¢innosti téchto derivati.

Ve studiich soustfedénych na SB-T taxany byl pozorovan vétsi cytotoxicky efekt
taxanu tfeti generace (SB-T-121402, SB-T-121605 a SB-T-121606) oproti SB-T taxantim
druhé generace (SB-T-1214 a SB-T-1216), tyto vysledky jsou v souladu s jiz publikovanymi
vysledky jejich G¢innosti v senzitivnich liniich, jako MCF-7 a LCC6-WT, tak rezistentnich
linii s fenotypem mnohocetné 1ékové rezistence — NCI/ADR, LCC6-MDR a LDL-1
(Wang et al. 2020). Dalsi experimenty tyto informace o téchto derivatech rozsitily. Analyza
intracelularniho obsahu taxanti pomoci HPLC odhalila mnohonasobné vyssi intracelularni
obsah novych derivatl v porovnani s PTX. Intracelularni obsah SB-T taxant druhé generace
byl v porovnani s PTX 1,5 — 6,5x vys8i, u SB-T taxant tfeti generace byl znatelné vyssi,
10 — 15x oproti PTX (Ehrlichové et al. 2012). Za jejich zvySenou intracelularni akumulaci
v porovnani s PTX mohou stat dva mechanismy, zaprvé sniZzeny export 1éCiva z buiky
sniZzenou afinitou SB-T taxanil k P-glykoproteinu, ¢1 zvySeny import 1é¢iva do bunky. Pro
urceni pfesného mechanismu jsou potieba dalsi experimenty.

Sledovanim uc¢innosti taxanovych derivati in vitro byly vyselektovany taxany tieti
generace s potencialné nejvyssim Ucinkem (SB-T-121605 a SB-T-121606), u nichz byla
v dal$i Casti studie sledovdna Gcinnost v in vivo modelu karcinomu ovarii odvozeného
od NCI/ADR-RES linie. Oba derivaty prokazaly efektivitu ve zpomaleni riistu nadort.
Aplikace vyssi koncentrace SB-T > 3 mg/kg byla uz doprovézena znacnou toxicitou
projevujici se zhorSenou prichodnosti stfev a celkovym zhorSenim fyzického stavu modelu.
AvSak kombinace SB-T a PTX, at’ 1 mg/kg SB-T + 9 mg/kg PTX ¢i 3 mg/kg SB-T
s 7 mg/kg PTX prokazaly efektivni Uc¢inek na rist naddoru a také niz$i toxicitu pro
experimentalni jedince. O néco efektivnéjsi se zda byt SB-T-121606 oproti SB-T-121605.
In vivo studie taxanil tfeti generace dosud nebyly provadény a naSe studie je prvni svého
druhu ukazujici na ucinnost SB-T taxan( tfeti generace in vivo zvlasté v kombinaci
s konven¢nim taxanem. Pouze malé mnozstvi SB-T tieti generace muze zefektivnit 1écbu
pomoci PTX. Jednim z divodi mize byt lehce odliSnych mechanismus polymerace

mikrotubulti mezi témito latkami, nizsi afinita SB-T pro P-glykoprotein, ¢i také vétsi
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ucinnost proti zménénym vazebnym mistim na mikrotubulech, které brani vazbé PTX. Pfi
monoterapii SB-T taxany se jiz pomérn¢ zasadné projevuje jejich systémova toxicita.

Proto byly v nedavané dobé¢ tyto derivaty upraveny s cilem vétsi specifity pouze pro
nadorové buiiky a vznikly folatové a biotinové konjugaty s SB-T treti generace. Folatové
konjugéaty by mély byt vice nadorové specifické diky prokazané vysoké expresi folatového
receptoru na ktery se budou tyto konjugaty vazat. Exprese folatového receptoru je ve zdravé
nenadorové tkani nizkd v porovnani s nadorovou tkani (Xia a Low 2010; Seitz et al. 2015).
Na stejném divodu je postavena i piiprava biotinovych konjugéati (Chen et al. 2010;
Vineberg et al. 2015). Jeden takovyto konjugat byl uz testovan a to biotin-SB-T-1214
a in vitro experimenty ukdzaly jeho ucinnost v nddorovych bunkéch s vysokou expresi
biotinového receptoru, pfi¢emz nadorové bunky bez exprese tohoto receptoru nebyly
ovlivnény (Vineberg et al. 2015).

Vysledky naSich experimentd s SB-T taxany dokazuji vysokou ucinnost téchto
derivatl ve vysoce rezistentni linii karcinomu ovarii NCI/ADR-RES a také v in vivo modelu
odvozeném od této linie. Oba derivaty, SB-T-121605 1 SB-T-121606, byly G¢inné ve velmi
malych koncentracich, jako napt. v pfipad€ in vivo experimentil pii koncentraci 1 mg/kg.
Avsak stale musi byt vyfeSen problém jejich toxicity a vedlejSich uc¢inkt, které jsou zfetelné
pii pouziti vySSich koncentracich. Na této problematice se jiz nyni pracuje, at’ uz ptipravou
folatovych/biotinovych konjugatii téchto taxanti, ¢i dalSimi experimenty s kombinujici

SB-T a PTX.

5.4 Kandidatni molekuly ABCC3, CPS1 a TRIP6

V souvislosti srozvojem MDR je studovdna fada moZnych kandidatnich
geni/proteintl, které by vznik a rozvoj tohoto procesu ovliviiovaly. V ptedkladané praci byla
v tomto ohledu soustfedéna pozornost na tfi vybrané molekuly — ABCC3, CPS1 a TRIP6.
Tyto molekuly byly vybrany na zakladé¢ ptedeSlych experimentl u karcinomu prsu, kde byla
navrzena jejich potencidlni role v rezistenci k paklitaxelu (Némcova-Fiirstova et al. 2016;
Pavlikova et al. 2014; Pavlikova et al. 2015; Daniel et al. 2019). Na zaklad¢ né¢kterych
podobnosti mezi karcinomem prsu a karcinomu ovarii byly tyto molekuly v této praci
zkoumany praveé u karcinomu ovarii. A to jejich exprese, na irovni mRNA, tak proteinu
a jak na in vitro, in vivo Urovni a taktéz ve vzorcich nadorové tkané pacientek s karcinomem

ovarii. Zajimavych vysledki bylo dosaZeno zejména u molekul ABCC3 a CPS].
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ABC transportér ABCC3, ktery se podili na transportu ftady latek, ale
z protinadorovych 1é¢iv miizeme jmenovat — doxorubicin, etoposid, metotrexat, docetaxel,
tamoxifen ¢i olaparib (Young et al. 2001; Lagas et al. 2010) (van der Schoor et al. 2015;
Shen a Yan 2021). ZvySena exprese tohoto transportéru byla jiz pozorovéana v paklitaxel
rezistentnich liniich karcinomu prsu (MCF-7/PTX-RES a SK-BR-3/PTX-RES) oproti
puvodnim senzitivnim MCF-7 a SK-BR-3 liniim (Némcova-Fiirstova et al. 2016). Exprese
ABCC3 u karcinomu ovarii byla také zvySena v paklitaxel rezistentni linii karcinomu ovarii
A2780/PTX (Xu et al. 2018) a také v high-grade ser6znim subtypu u kterého je cCasto
pozorovan rozvoj rezistence (Elsnerova et al. 2016). V této studii byla pozorovana vyssi
exprese ABCC3 v nadorové tkani v porovnani se kontrolni tkani ovarii. Zajimavé bylo
porovnani exprese ABCC3 ve vzorcich pfed podanim neoadjuvantni chemoterapii a po ni.
Ve vzorcich nadorové tkdné odebranych po neoadjuvantni chemoterapii byla pozorovana
niz8§i exprese oproti vzorkim odebranych pfed chemoterapii. Podobny efekt byl také
pozorovan v in vitro experimentech, kdy doslo ke snizeni exprese ABCC3 po podani PTX
1 SB-T tieti generace (SB-T-121605 a SB-T-121606), pfi¢emZ sniZeni exprese pomoci
SB-T bylo vyssi oproti PTX. Zména exprese ABCC3 po podani taxanii, by mohla indikovat
roli ABCC3 v jejich transportu a byt novym potencidlnim terapeutickym cilem. AvSak
nemély by byt opomenuty regulacni elementy genové exprese jako miRNA a IncRNA.
Ve spojitosti s ABCC3 byla publikovana studie popisujici efekt miR-200a na expresi
ABCC3 a takto modulovat senzitivitu linie SKOV-3 k PTX (Liu et al. 2014).

Gen CPS! koduje mitochondrialni enzym, ktery je soucasti mocovinového cyklu.
Ptedesl¢ studie popsaly zvySenou expresi v paklitaxel rezistentnich liniich karcinomu prsu
v porovnani se senzitivnimi (Daniel et al. 2019; Lee et al. 2014; Xu et al. 2016). V této studii
také byla pozorovana vyssi exprese CPS1 v paklitaxel rezistentnich modelech karcinomu
ovarii a vyssi exprese byla spojena srychlejSi progresi onemocnéni u pacientek
s karcinomem ovarii. V in vitro a in vivo €asti studie bylo pozorovano signifikantni snizeni
exprese CPS1 po podani SB-T a to zejména u SB-T-121606 v porovnani s PTX. Mnoho
studii popisujicich roli CPS1 v karcinogenezi neni, ani v pfipad¢ rezistence. AvSak nékteré
studie poukazuji na dal§i asociace CPSI s dalS§imi klinickymi parametry, jako bylo
pozorovano u hepatoceluldrniho karcinomu, kdy sniZzeni exprese CPS1 bylo spojeno
s redukci nddorové masy rekurentniho nadoru a vzdalenych metastaz (Ridder et al. 2021).
Mechanismus funkce CPS1 v rezistenci neni znam, proto pro objasnéni budou potieba dalsi

experimenty.
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Nejzajimavéjsim vysledkem této studie bylo objeveni deregulace CPS1 v in vitro
a in vivo modelech rezistentniho karcinomu ovarii po podéani taxani, at PTX a zejména
v ptipad¢ SB-T taxant tieti generace — SB-T-121605 a SB-T-121606. Pficemz vysoka
exprese CPSI také byla spojena s hor§im pfezivanim pacientek s karcinomem ovarii.
ABCC3 byl také ve vy$si mife exprimovan s rezistentnich modelech a jeho exprese byla
snizena podanim PTX a zejména SB-T. Tento trend byl pozorovan i ve vzorcich nadorové
tkdn¢€ 1 pacientek s karcinomem ovarii, kdy byla exprese ABCC3 niz§i ve vzorcich
odebranych po neoadjuvantni 1é¢be, oproti vzorkiim odebranych pted. Vyznamu téchto dvou
molekul a jejich expresnim zménam v prubéhu 1é€by, které mohou vyznamné ovliviiovat
progndzu a predikci vystupti terapie nadorovych onemocnéni by méla byt vénovana velka

pozornost.
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Zavér

Hlavnim cilem této prace bylo rozsitit informace o molekularnim profilu karcinomu
ovarii z hlediska jejich vyznamu pro prognoézu a predikci onemocnéni, a zvlasté ve vztahu
k rozvoji mnohocetné 1ékové rezistence, ktera je u karcinomu ovarii ¢asto pozorovanym
fenoménem a zésadni prekazkou v uspésné terapii. Dalsim neméné podstatnym cilem prace
bylo studium ucinnosti a toxicity novych taxanovych derivatl — tzv. Stony Brook taxant
in vitro a in vivo. Tyto derivaty taxantll jsou syntetizovany za ucelem nalezeni vhodnych 1é¢iv
a rezimil ucinnych v terapii prave rezistentnich forem nadort.

Studie molekularniho profilu pacientek s karcinomem ovarii odhalily vyznam
nékterych ABC membranovych transportértl, jejichZ expresni profil je se specifickou reakci
na chemoterapii. Senzitivni status na chemoterapii a delsi doba do progrese byla spojena se
snizenou expresi ABC transportéri — ABCC4, ABCC10, ABCD3, ABCEI, ABCF1, ACBF?2
a ABCF3. Oproti tomu rezistentni status k chemoterapii byl spojen se zvySenou expresi
ABCBI, ABCG?2 a snizenou expresi ABCB1 1. Pacientky s timto expresnim profilem rychleji
progradovali a z prognostického hlediska vytvaii skupinu s hor§im predpokladanym
prubéhem lécby.

Z dalSich mechanisml vzniku a rozvoje MDR byla v disertacni praci vénovana
pozornost komplexnimu molekularnimu profilu (expresni, metylani profil a geneticka
variabilita) DNA reparac¢niho systému. Tato ¢ast prace ukazala zajimavé kandidaty pro dalsi
studie v rozvoji rezistence k taxanim a platinovym derivatim. Analyza odhalila vzajemny
vztah geni XPC-PRKDC-FAAP20 a BRCAI-RADYA-RBBPS ve spojitosti s odpovédi na
chemoterapii. Také vy$$i hladina metylace genu RAD50 byla pozorovana u pacientek
s rezistentnim statusem na chemoterapii. Pfitomnost somatickych mutaci v genech XPC
a PRKDC signifikantné zhorSovala celkové prezivani pacientek. Mimo jiné s pfitomnosti
peritoneédlnich metastdz byla spojena vyssi exprese genu DUT. High-grade serdzni subtyp
byl spojen s vys$§im vyskytem mutaci v genu 7P53, oproti ostatnim subtypli karcinomu
ovarii. Nalezené kandidatni geny souvisejici s progndzou i lé€ebnou odpovédi pacientek
s ovarialnim karcinomem musi byt dale validovany.

Dalsim cilem disertaéni prace bylo studium ucinnosti SB-T taxani jako
potencidlnich chemoterapeutik vyuZzitelnych v 1é¢bé rezistentnich solidnich nadort. Tato
studie se zaméfovala na UCinnost novych taxanovych derivatd druhé (SB-T-1214
a SB-T-1216) a zejména tfeti generace (SB-T-121402, SB-T-121605, SB-T-121606)

v in vitro modelu rezistentniho karcinomu ovarii. Potvrdila se vyssi efektivita vS§ech SB-T
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taxanl oproti paklitaxelu V porovnani s paklitaxelem nové taxany také skoro vice jak 50x
indukovaly zastaveni bunék v G2/M fazi bunécného cyklu a jejich intracelularni koncentrace
byla rovnéz vyrazné vyssi v porovnani s paklitaxalem. Nejstabilné;jsi efekt byl pozorovan
u taxani SB-T-121605 a SB-T-121606. Efektivita SB-T-121605 a SB-T-161605 byla
pozorovana i v in vivo modelu rezistentniho karcinomu ovarii, jejich aplikace vedla ke
zpomaleni rtstu nadorti a u vys$i koncentrace SB-T-121606 (3 mg/kg) v kombinaci
s paklitaxelem 1 ke zmenSeni velikosti nadoru. Zvlasté kombinacni rezimy s konvencénimi
taxany se jevi jako potencidlné nejzajimavéjsi 1é¢ebné rezimy pro SB-T derivaty taxant
s vyuzitelnosti v 1é¢b¢ rezistentnich forem nadora.

Posledni sledovanou problematikou byla studie soustfedéna na kandidatni molekuly
s potencidlni roli v rezistenci k paklitaxelu u karcinomu ovarii konkrétné ABCC3, CPSI
a TRIP6. Byl sledovan expresni profil téchto molekul na hladiné mRNA 1 proteinu v nasich
experimentalnich modelech in vitro a in vivo a méteny ptipadné deregulace téchto molekul
vyvolané aplikaci taxant. Nejzajimavejsi  vysledky byly ziskdny pro CPSI
a ABCC3. U CPSI1 doslo k vyznamnému snizeni v in vitro a in vivo rezistentnich modelech
karcinomu ovarii po podani novych taxanovych derivati tfeti generace — SB-T-121605
a SB-T-121606. Navic u pacientek s karcinomem ovarii byla vysoka hladina exprese CPS/
ve vzorcich nadorové tkdn€ karcinomu ovarii byla signifikantn€ asociovéana s krat§im ¢asem
do progrese pacientek, mohl by teda byt potencialné vyuzita jako prognosticky biomarker.
V ptipadé¢ ABCC3, Zadna signifikantni zména v in vitro experimentech nebyla pozorovana,
avSak v nadorové tkani z in vivo modelu bylo pozorovani sniZzeni exprese ABCC3 po podani
PTX a zeyména SB-T tieti generace, podobny trend byl pozorovan i v nadorové tkdni
pacientek s karcinomem ovarii. Tento fakt byl podpofen i vystupy z nadorovych vzorki
pacientek, kde byla v nddorové oproti kontrolni ovaridlni tkdni pozorovéna vyznamné
zvySend exprese genu ABCC3, ktera ale ve vzorcich po neoadjuvantni 16¢bé jiZ pozorovéana
nebyla a doslo tedy k vyznamnému snizeni exprese sledovaného genu.

Uvedené studie provadéné v predkladané disertacni praci odhalily fadu zajimavych
kandidéatnich molekul vhodnych pro dalsi detailni studium z hlediska jejich vyuziti jako
prognostickych ¢i prediktivnich biomarkert a ukazateli rozvoje rezistence nadorovych
bunck. Zaroven byly nalezeny dva strukturni derivaty konvencnich taxanti SB-T-121605
a SB-T-121606 jako potencidlné vhodna 1é¢iva pro dalsi faze klinického vyzkumu pro terapii

rezistentnich forem ovarialniho karcinomu.
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