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Seznam zkratek 

3´UTR 3´ nepřekládaná oblast, z angl. three prime 

untranslated region 

5´UTR 5´ nepřekládaná oblast, z angl. five untranslated 

region 

5-FU 5-fluorouracil 

ABC transportér ATP vazebné transportéry, z angl. ATP Binding 

Cassette Transporter 

ATP     adenosintrifosfát 

BMI     z angl. Body Mass Index 

BSA  hovězí sérový albumin, z angl. bovine serum 

albumine 

CA125     nádorový antigen 125, z angl. cancer antigen 125 

CAF(s) nádorově asociované fibroblasty, z angl. cancer-

associated fibroblasts 

cDNA     komplementární DNA, z angl. complementary DNA 

CT     výpočetní tomografie, z angl. computed tomography 

DFS doba po ukončení terapie bez známek nádorového 

onemocnění, z angl. disease-free survival 

dg     diagnóza 

DMSO    dimethylsulfoxid 

DNA deoxyribonukleová kyselina, z angl. deoxyribonucleic 

acid 

DTX     docetaxel 

FBS     fetální bovinní sérum 

FDA Úřad pro kontrolu potravin a léčiv, z angl. U.S. Food 

and Drug Administration 

FIGO systém systém pro určení stádia karcinomu ovarií, z angl. 

Fédération Internationale de Gynécologie et 

d’Obstétrique 

FNKV     Fakultní nemocnice Královské Vinohrady 

FNM     Fakultní nemocnice v Motole 

FNP     Fakultní nemocnice Plzeň 



 
 

EOC epiteliální ovariální karcinom, z angl. epithelial 

ovarian carcinoma 

GEO databáze expresních dat, z angl. Gene Expression 

Omnibus  

GSH     glutathion 

GST     glutathion-S-transferasa 

HE4 lidský epididymální protein 4, z angl. Human 

Epididymal Protein-4 

HEPES N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonová 

kyselina 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie, z angl. 

high-performance liquid chromatography 

HR     homologní rekombinace 

HRD status    z angl. Homologous Recombination Deficiency Status 

IDS radikalizující operace, z angl. interval debulking 

surgery 

lncRNA(s) dlouhé nekódující RNA, z angl. long non-coding 

RNA 

logFC zlogaritmovaný fold change 

MAF z angl. minor allele frequency 

MAP proteiny proteiny asociované s mikrotubuly, z angl. 

microtubule-associated proteins 

NBD nukleotid vazebná doména, z angl. nucleotid binding 

domain 

MDR mnohočetná lékové rezistence, z angl. multidrug 

resistance 

MIQE pokyny z angl. Minimum Information for Publication of 

Quantitative Real-Time PCR Experiments Quidelines 

miRNA(s)    mikroRNA, z angl. microRNA 

MMR     z angl. Mismatch Repair 

MR     magnetická rezonance 

mRNA    mediátorová RNA, z angl. messenger RNA 

MT     metallothionein 



 
 

NAT     N-acetyltransferasa 

ncRNA    nekódující RNA, z angl. non-coding RNA 

NER excizní oprava DNA, z angl. Nucleotide Excision 

Repair 

NS nesignifikantní výsledek, z angl. non-significant 

OS celkové přežítí, z angl. overall survival 

PBS     fosfátový pufr, z angl. Phosphate Buffered Saline 

PET     pozitronová emisní tomografie 

PFS doba od ukončení léčby do progrese, z angl. 

progression-free survival 

pM peritoneální metastáze 

PTX     paklitaxel 

RNA     ribonukleová kyselina, z angl. ribonucleic acid 

ROMA algoritmus   z angl. Risk of Ovarian Malignancy Algorithm 

ROS reaktivní forma kyslíku, z angl. Reactive Oxygen 

Species 

RT-PCR    PCR v reálném čase, z angl. real-time PCR 

SAC komplex   z angl. spindle assembly checkpoint complex 

SAR studie strukturně aktivní studie, z angl. structure-activity 

relationship studies 

SB-T(s)    z angl. Stony Brook taxanes 

SD     směrodatná odchylka, z angl. standard deviation 

SDS     docecylsíran sodný, z angl. sodium dodecyl sulfate 

siRNA krátká interferující RNA, z angl. small/short 

interfering RNA 

SLC transportér   z angl. Solute Carrier  

SNP jednobodový polymorfismus, z angl. single nucleotide  

polymorphism 

SULT     sulfotransferasa 

SZÚ     Státní zdravotní ústav 

TAU proteiny   z angl. tubulin associated unit 

TAM(s) nádorově asociované makrofágy, z angl. tumor-

associated macrophages 



 
 

TBS TRIS pufrované fyziologický roztok, z angl. TRIS-

buffered saline 

TCGA databáze molekulárního profilu nádorů, z angl. The 

Cancer Genome Atlas 

TCGA-OV databáze molekulárního profilu karcinomu ovarií, 

z angl. The Cancer Genome Atlas – Ovarian Cancer 

TMD     transmembránová doména 

TSS200 region 200bp od začátku transkripce po jejím směru, 

z angl. Transcription start site 200 

TSS1500  region 1500bp od začátku transkripce po jejím směru, 

z angl. Transcription start site 1500 

TTP     doba do progrese, z angl. time to progression 

UGT     UDP-glucuronosyltransferasa 

ÚZIS     Ústav zdravotnických informací a statistiky ČR  



 
 

Seznam genů 

ABCA1   ATP binding cassette subfamily A member 1 

ABCA2   ATP binding cassette subfamily A member 2 

ABCA3   ATP binding cassette subfamily A member 3 

ABCA7   ATP binding cassette subfamily A member 7 

ABCA8   ATP binding cassette subfamily A member 8 

ABCA9   ATP binding cassette subfamily A member 9 

ABCA10   ATP binding cassette subfamily A member 10 

ABCA12   ATP binding cassette subfamily A member 12 

ABCA13   ATP binding cassette subfamily A member 13 

ABCB1/MDR1/P-gp   ATP binding cassette subfamily B member 1 

ABCB2   ATP binding cassette subfamily B member 2 

ABCB3   ATP binding cassette subfamily B member 3 

ABCB4   ATP binding cassette subfamily B member 4 

ABCB11   ATP binding cassette subfamily B member 11 

ABCC1   ATP binding cassette subfamily C member 1 

ABCC2   ATP binding cassette subfamily C member 2 

ABCC3   ATP binding cassette subfamily C member 3 

ABCC4   ATP binding cassette subfamily C member 4 

ABCC5   ATP binding cassette subfamily C member 5 

ABCC6   ATP binding cassette subfamily C member 6 

ABCC9   ATP binding cassette subfamily C member 9 

ABCC10   ATP binding cassette subfamily C member 10 

ABCC11   ATP binding cassette subfamily C member 11 

ABCD1   ATP binding cassette subfamily D member 1 

ABCD2   ATP binding cassette subfamily D member 2 

ABCD3   ATP binding cassette subfamily D member 3 

ABCD4   ATP binding cassette subfamily D member 4 

ABCE1   ATP binding cassette subfamily E member 1 

ABCF1   ATP binding cassette subfamily F member 1 

ABCF2   ATP binding cassette subfamily F member 2 

ABCF3   ATP binding cassette subfamily F member 3 

ABCG1   ATP binding cassette subfamily G member 1 



 
 

ABCG2/BCRP  ATP binding cassette subfamily G member 2 (Junior 

blood group) 

ABCG8   ATP binding cassette subfamily G member 8 

ALKBH3  alkB homolog 3, alpha-ketoglutarate dependent 

dioxygenase 

ANG-1   angiopoietin 1 

APEX2   apurinic/apyrimidinic endodeoxyribonuclease 2 

APLF   aprataxin and PNKP like factor 

ATM   ATM serine/threonine kinase  

ATP7A   ATPase copper transporting alpha 

ATP7B   ATPase copper transporting beta 

BARD1   BRCA1 Associated RING Domain 1 

BAX   BCL2 associated X, apoptosis regulator 

BCL-2   BCL2 apoptosis regulator 

BCL-XL   B-cell lymphoma-extra large 

BRCA1   BRCA1 DNA repair associated 

BRCA2   BRCA2 DNA repair associated 

BRIP1   BRCA1 interacting helicase 1 

BubR1  Mitotic checkpoint serine/threonine-protein kinase 

BUB1 beta 

CASP8   caspase 8 

CDH11   cadherin 11 

CDK1   cyclin dependent kinase 1 

CDKN1A/p21   cyclin dependent kinase inhibitor 1A 

CDKN2A/p16   cyclin dependent kinase inhibitor 2A 

CPS1    carbamoyl-phosphate synthase 1 

CYP1B1   cytochrome P450 family 1 subfamily B member 1 

CYP2C8   cytochrome P450 family 2 subfamily C member 8 

CYP3A1   cytochrome P450 family 3 subfamily A member 1 

CYP3A4   cytochrome P450 family 3 subfamily A member 4 

CYP3A5   cytochrome P450 family 3 subfamily A member 5 

DCLRE1C   DNA cross-link repair 1C 

DDB2   damage specific DNA binding protein 2 



 
 

DUT   deoxyuridine triphosphatase 

EGFR   epidermal growth factor receptor 

ERCC1  ERCC excision repair 1, endonuclease non-catalytic 

subunit  

ERCC2  ERCC excision repair 2, TFIIH core complex helicase 

subunit 

EZH2  enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 

subunit  

FAAP20  FA core complex associated protein 20 

FAN1  FANCD2 and FANCI associated nuclease 1 

FANCB  FA complementation group B 

FANCI  FA complementation group I 

HELQ  helicase, POLQ like 

HUS1  HUS1 checkpoint clamp component 

hMLH1   mutL homolog 1 

hMSH2   mutS homolog 2  

CHEK2   checkpoint kinase 2 

KIF14   kinesin family member 14 

KIF18A   kinesin family member 18A 

KIF18B   kinesin family member 18B 

KIF20A   kinesin family member 20A 

KIF22   kinesin family member 22 

KIF24   kinesin family member 24 

KIF5A   kinesin family member 5A 

KIFC1   kinesin family member C1 

KIFC3   kinesin family member C3 

KRAS   KRAS proto-oncogene, GTPase 

LINC01118   long intergenic non-protein coding RNA 1118 

MAD2   Mitotic spindle checkpoint component MAD2  

MAD2L2   mitotic arrest deficient 2 like 2 

MALAT1  metastasis associated lung adenocarcinoma transcript 

1 

MCL-1   MCL1 apoptosis regulator, BCL2 family member 



 
 

MDM2   MDM2 proto-oncogene 

MGMT   O-6-methylguanine-DNA methyltransferase  

MPG   N-methylpurine DNA glycosylase 

MSH3   mutS homolog 3 

MSH5   mutS homolog 5 

NBN   nibrin 

NEAT1   nuclear paraspeckle assembly transcript 1 

NR1I2   nuclear receptor subfamily 1 group I member 2  

OBFC2B   nucleic acid binding protein 2 

PALB2   partner and localizer of BRCA2 

PARP1   poly(ADP-ribose) polymerase 1 

PARP3   poly(ADP-ribose) polymerase family member 3 

PCNA   nucleic acid binding protein 2 

PMS2   PMS1 homolog 2, mismatch repair system component 

POLH   DNA polymerase eta 

POLL   DNA polymerase lambda 

POLM   DNA polymerase mu 

PPIA   peptidylprolyl isomerase A 

PRKDC   protein kinase, DNA-activated, catalytic subunit 

PRPF19   pre-mRNA processing factor 19 

PTEN   phosphatase and tensin homolog 

RAD9A   RAD9 checkpoint clamp component A 

RAD50    RAD50 double strand break repair protein 

RAD51   RAD51 recombinase 

RAD51C   RAD51 paralog C  

RAD51D   RAD51 paralog D 

RALBP1/RLIP76   ralA binding protein 1 

RECQL5   RecQ like helicase 5 

RPA1   replication protein A1 

SLC22A1   solute carrier family 22 member 1  

SLC22A2   solute carrier family 22 member 2 

SLC22A3   solute carrier family 22 member 3 

SLC22A4   solute carrier family 22 member 4 



 
 

SLC28A1   solute carrier family 28 member 1 

SLC29A1   solute carrier family 29 member 1 

SLC31A1   solute carrier family 31 member 1 

SLC31A2   solute carrier family 31 member 2 

SLC35A5   solute carrier family 35 member 5 

SLC41A2   solute carrier family 41 member 2 

SLC43A1   solute carrier family 43 member 1 

SLC47A1   solute carrier family 47 member 1 

SLC47A2   solute carrier family 47 member 2 

SLCO1B1  solute carrier organic anion transporter family 

member 1B1 

SLCO1B3  solute carrier organic anion transporter family 

member 1B3  

SMUG1  single-strand-selective monofunctional uracil-DNA 

glycosylase 1  

SNAIL  snail family transcriptional repressor 1  

SOD2   superoxide dismutase 2 

STK11   serine/threonine kinase 11 

TDG   thymine DNA glycosylase 

TP53/p53   tumor protein p53 

TREX1   three prime repair exonuclease 1 

TRIP6   thyroid hormone receptor interactor 6 

TWIST   twist family bHLH transcription factor 1 

UBC   ubiquitin C  

UCA1   urothelial cancer associated 1 

UCP2   uncoupling protein 2 

UGT1A4   UDP glucuronosyltransferase family 1 member A4  

VEGFA   vascular endothelial growth factor A  

XAB2   XPA binding protein 2 

XIST   X inactive specific transcript 

XPC   XPC complex subunit, DNA damage recognition and 

repair factor 

ZEB1/2  zinc finger E-box binding homeobox 1/2 



 
 

Souhrn 

Karcinom ovarií je heterogenní skupinou onemocnění zpravidla epiteliálního 

původu. Naprostá většina diagnostikovaných případů je tzv. high-grade serózní karcinom, 

který tvoří přes 80 % všech odhalených případů. Karcinom ovarií je jednou z nejčastějších 

příčin úmrtí žen na gynekologické malignity. Hlavními příčinami vysoké úmrtnosti je 

diagnostika onemocnění až v pozdějších fázích onemocnění z důvodu dlouhodobého 

bezpříznakovému průběhu. Druhou důležitou příčinou je rozvoj mnohočetné rezistence 

k podávané léčbě, která je stále u většiny pacientek založena na kombinaci paklitaxelu  

a platinových derivátů – cisplatina či karboplatina. Toto jsou jedny z důvodů, které motivují 

vědce k hledání nových biomarkerů, které by mohly pomoci odhalit onemocnění v brzkých 

stádiích, nebo sledovat úspěšnost léčby a předpovědět rozvoj rezistence. Molekulární 

charakterizace nádorových onemocnění obecně může také objevit nové terapeutické cíle. 

Rozvoj rezistence, k již existujícím léčivům podněcuje směřování vědců k přípravě nových 

léčiv, které by byly zejména účinné proti již rezistentním nádorům. 

 Hlavním cílem předkládané práce bylo rozšířit informace o molekulárním profilu 

karcinomu ovarií, odhalit prognostické a prediktivní molekulární biomarkery ovariálního 

karcinomu a identifikovat geny hrající roli ve vzniku a rozvoji mnohočetné lékové 

rezistence. Dalším neméně důležitým cílem práce bylo studium účinnost nových taxanových 

derivátů – tzv. Stony Brook taxanů potenciálně účinných v terapii rezistentních forem 

nádorů. 

 Při studiu molekulárního profilu ovariálního karcinomu byla zjištěna souvislost 

expresních hladin membránových ABC transportérů, hráčů v rozvoji rezistence, se 

specifickou citlivostí na podávanou chemoterapii. Konkrétně senzitivní status vůči 

chemoterapii a delší doba do progrese byly spojeny se sníženou expresí ABC transportérů – 

ABCC4, ABCC10, ABCD3, ABCE1, ABCF1, ACBF2 a ABCF3. Oproti tomu rezistentní 

status k chemoterapii byl spojen se zvýšenou expresí ABCB1, ABCG2 a sníženou expresí 

ABCB11. Pacientky s tímto expresním profilem rychleji progradovali.  

 Komplexní analýza molekulárního profilu (expresní, metylační profil a genetická 

variabilita) DNA reparačního systému ukázala zajímavé kandidáty pro další studie v rozvoji 

rezistence k taxanům a platinovým derivátům. Analýza odhalila vzájemný vztah genů XPC-

PRKDC-FAAP20 a BRCA1-RAD9A-RBBP8 ve spojitosti s odpovědí na chemoterapii. 

Taktéž vyšší hladina metylace genu RAD50 byla pozorována u pacientek s rezistentním 

statusem na chemoterapii. Přítomnost somatických mutací v genech XPC a PRKDC 



 
 

signifikantně zhoršovala celkové přežívání pacientek. Mimo jiné s přítomností 

peritoneálních metastáz byla spojena vyšší exprese genu DUT. High-grade serózní subtyp 

byl spojen s vyšším výskytem mutací v genu TP53, oproti ostatním subtypům karcinomu 

ovarií. 

 V druhé části práce zaměřené na nová experimentální léčiva byla analýzou účinnosti 

nových taxanových derivátů, ať druhé (SB-T-1214 a SB-T-1216), tak zejména třetí generace 

(SB-T-121402, SB-T-121605, SB-T-121606) zjištěna vyšší efektivita oproti paklitaxelu  

v in vitro modelu karcinomu ovarií. V porovnání s paklitaxelem nové taxany skoro více jak 

50x indukovaly zastavené buněk v G2/M fázi buněčného cyklu a jejich intracelulární 

koncentrace také byla výrazně vyšší v porovnání s paklitaxalem. Nejstabilnější efekt byl 

pozorován u taxanů SB-T-121605 a SB-T-121606. Efektivita SB-T-121605 a SB-T-161605 

byla pozorována rovněž v in vivo modelu rezistentního karcinomu ovarií, kde jejich aplikace 

vedla ke zpomalení růstu nádorů a u vyšší koncentrace SB-T-121606 (3 mg/kg) v kombinaci 

s paklitaxelem i ke zmenšení velikosti nádoru. 

Z dalších kandidátních molekul se jako nejslibnější kandidát pro další detailnější 

studie ukázal být CPS1 (carbamoyl-phosphate synthase 1), mitochondriální enzym účastnící 

se močovinového cyklu. Exprese CPS1 bývá často zvýšena v nádorové tkáni a zejména  

u rezistentních nádorů. V naší studii byla vysoká exprese CPS1 ve vzorcích nádorové tkáně 

karcinomu ovarií signifikantně asociována s kratším časem do progrese pacientek, mohl by 

teda být potenciálně využit jako prognostický biomarker. Exprese CPS1 byla navíc 

ovlivňována podáváním taxanů. Na našich in vitro a in vivo rezistentních modelech 

karcinomu ovarií docházelo k signifikantnímu snížení exprese CPS1 po podání nových 

taxanových derivátů třetí generace – SB-T-121605 a SB-T-121606.  

Molekulárně-genetické analýzy odhalily kandidátní molekuly z řady ABC 

transportérů a DNA reparačního systému pro detailnější studie jejich funkce v rozvoji 

mnohočetné lékové rezistence. In vitro a in vivo experimenty ukázaly účinnost nových 

taxanových derivátů v modelu paklitaxel rezistentního karcinomu ovarií oproti paklitaxelu. 

 

Klíčová slova: karcinom ovarií, mnohočetná léková rezistence, biomarker, léčebná 

odpověď, 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, ABCE1, ABCF1, 

ACBF2, and ABCF3. In contrast, chemotherapy-resistant status was associated with 

increased expression of ABCB1, ABCG2 and decreased expression of ABCB11. 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 BRCA1-RAD9A-RBBP8 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 TP53 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 CPS1 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, CPS1 

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 
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1 Literární úvod 

1.1 Nádorová onemocnění 

Maligní nádorová onemocnění jsou společně s kardiovaskulárními chorobami 

nejčastější příčinou úmrtí v lidské populaci, i přes významný pokrok v porozumění rozvoje 

a progrese nádorových onemocnění, či vývoji nových účinnějších léčiv (Sung et al. 2021). 

Rovněž v České republice jsou nádorová onemocnění dlouhodobě druhou nejčastější 

příčinou úmrtí po kardiovaskulárních onemocněních. Podle dat Ústavu pro zdravotnické 

informace (ÚZIS) bylo v roce 2018 diagnostikováno celkem 96 000 nových případů 

maligních nádorů a celkem 27 261 onkologických pacientů zemřelo. Kumulativní incidence 

dle relativních ukazatelů roste, což je dáno běžícími preventivními programy a odhalením 

onemocnění v časných stádiích, ale úmrtnost dlouhodobě klesá. Nejčastěji 

diagnostikovanými nádorovými onemocněními jsou nádory kůže (dg. C44), následují 

karcinomy tlustého střeva (dg. C18 – C20), karcinom prostaty (dg. C61), karcinom prsu  

(dg. C50) a karcinomy průdušnice, průdušek a plic (dg. C33 – C34). Uvedené diagnózy tvoří 

až 1/3 všech nově diagnostikovaných případů (Krejčí et al. 2018). 

 U mužů je nejčastěji diagnostikován karcinom plic (14,3 %), prostaty (14,1 %), 

tlustého střeva (10,6 %), žaludku (7,1 %), jater (6,3 %), močového měchýře (4,4 %), jícnu 

(4,2 %), Non-Hodgkinův lymfom (3 %), karcinom ledvin (2,7 %) a leukémie (2,7 %). 

Úmrtnost nádorových onemocnění u mužů je nejvyšší u karcinomu plic, následuje karcinom 

jater, tlustého střeva, žaludku, prostaty, jícnu, slinivky břišní a leukémie (Sung et al. 2021). 

 V ženské populaci je nejčastěji diagnostikovaným nádorovým onemocněním 

karcinom prsu. Dalšími častými diagnózami jsou karcinom tlustého střeva, plic, děložního 

čípku, štítné žlázy, děložního těla, žaludku, ovarií, jater a Non-Hodgkinův lymfom 

(Obrázek 1). Úmrtnost žen na nádorová onemocnění je celosvětově největší na karcinom 

prsu, následuje karcinom plic, tlustého střeva, děložního čípku, žaludku, jater, slinivky 

břišní, ovarií, jícnu a leukémie (Obrázek 2) (Sung et al. 2021).  

Maligní gynekologická nádorová onemocnění stojí na předních příčkách incidence  

a úmrtnosti u žen. Celkem rozpoznáváme sedm diagnóz postihujících ženské reprodukční 

orgány – karcinom vulvy (dg. C51), pochvy – vaginy (dg. C52), děložního hrdla (dg. C53), 

děložního těla (dg. C54), dělohy (dg. C55), ovarií (dg. C56), jiných a neurčených ženských 

pohlavních orgánů (dg. C57) a placenty (dg. C58) (Krejčí et al. 2018). Dle databáze 

GLOBOCAN 2020 je nejčastěji diagnostikovaným gynekologickým maligním 
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onemocněním karcinom děložního čípku, děložního těla a ovarií. Největší úmrtnost byla 

pozorována u karcinomu děložního čípku a ovarií (Sung et al. 2021). 

 

Obrázek 1. Incidence maligních nádorových onemocnění u žen. Procentuální zastoupení 

jednotlivých nádorových onemocnění u žen dle databáze GLOBOCAN, verze 2020 (Sung et al., 

2021). 

           

Obrázek 2. Mortalita maligních nádorových onemocnění u žen. Procentuální úmrtnost jednotlivých 

nádorových onemocnění u žen dle databáze GLOBOCAN, verze 2020 (Sung et al., 2021). 



22 
 

1.2 Karcinom ovarií 

1.2.1 Epidemiologie karcinomu ovarií 

Karcinom ovarií (dg. C56) je celosvětově osmnáctým nejčastějším 

diagnostikovaným nádorovým onemocněním a čtrnáctým nejčastějším důvodem úmrtí. 

V rámci gynekologických nádorů je karcinom ovarií třetí nejčastěji diagnostikované 

nádorové onemocnění a druhá nejčastější příčina úmrtí žen na nádorové onemocnění  

(Sung et al. 2021). Medián věku pacientek s diagnostikovaným karcinomem ovarií je 65 let 

(55-74 let). Incidence karcinomu ovarií v posledních letech mírně klesá, v České republice 

se řadí na osmé místo v incidenci nových případů (17,7 případů/100 000 obyvatel), incidence 

úmrtí byla v roce 2018 – 11,5 případů/100 000 obyvatel) (Obrázek 3). Dlouhodobým  

a velkým problémem je diagnostika onemocnění až v pozdních fázích díky dlouhému 

průběhu bez zjevných příznaků či nespecifických příznaků a neexistenci spolehlivého 

přístupu/metodě pro detekci časných fází onemocnění. V České republice bylo mezi lety 

2014-2018 diagnostikováno 32 % případů ve stádiu III, 29 % ve stádiu IV, oproti malému 

záchytu onemocnění v brzkých stádiích (16 % případů ve stádiu I a 7 % ve stádiu II)  

z 5023 případů (Krejčí et al. 2018). S diagnostikou v pozdní fázi onemocnění souvisí i nízké 

5leté přežití pacientek, které je pro pacientky ve stádiu III a IV okolo 30 %, zatímco pro 

pacientky s onemocněním v nižším stádiu to je 90 %.  Statistika 5letého přežití se 

v posledních letech zlepšuje, v letech 2004-2008 bylo v České republice pro léčené 

pacientky 45,1 měsíců, přičemž v letech 2014-2018 došlo ke zvýšení na 48,4 měsíců (Krejčí 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 3. Věkově standardizovaná mortalita a incidence karcinomu ovarií v České republice 

mezi lety 1977–2018. Analyzovaná data: incidence (N=43 572), mortalita (N=28 425). Zdroj dat: 

ÚZIS ČR a www.svod.cz. 
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Ve vztahu ke karcinomu ovarií byla identifikována řada rizikových i protektivních 

faktorů ovlivňujících jeho vznik. Mezi identifikované rizikové faktory zvyšující celoživotní 

riziko vzniku karcinomu ovarií řadíme brzký nástup menstruačního cyklu (Gong et al. 2013), 

bezdětnost (Lundberg et al. 2019) či obezitu/vysoké BMI (Olsen et al. 2007). U žen aktuálně 

léčených substituční hormonální léčbou bylo taktéž pozorováno vyšší riziko vzniku 

karcinomu ovarií (Reid et al. 2017; Collaborative Group on Epidemiological Studies of 

Ovarian Cancer 2015). Mezi rizikové faktory taktéž řadíme ovulaci, při které dochází 

k narušení epitelového povrchu ovarií (Purdie et al. 2003; Murdoch et al. 2010; Fathalla 

2013). Z environmentálních faktorů byly nejednoznačné výsledky publikovány pro vliv 

požívání alkoholu (Genkinger et al. 2006; Yan-Hong et al. 2015) a kouření cigaret.  

U aktuálních žen kuřaček bylo pozorováno zvýšené riziko invazivního mucinózního  

a borderline mucinózního karcinomu ovarií, oproti tomu u bývalých kuřaček bylo 

pozorováno zvýšené riziko vzniku borderline serózního karcinomu ovarií (Faber et al. 2013; 

Licaj et al. 2017). Vliv jednotlivých rizikových faktorů se liší mezi jednotlivými 

histologickými subtypy karcinomu ovarií (Reid et al. 2017). 

Významnou roli hrají též genetické rizikové faktory. Mezi ně jsou dnes řazeny již 

dobře známé zárodečné mutace v genech BRCA1 a BRCA2. Tyto mutace jsou spojovány 

s celoživotním zvýšeným rizikem vzniku hereditárního karcinomu prsu či ovarií 

(Kuchenbaecker et al. 2017) a též karcinomu pankreatu (Rosen et al. 2021). Kumulativní 

riziko vzniku je 42 % pro ženy nesoucí mutace v genu BRCA1 a  14 % pro nosičky mutace 

v BRCA2 genu a je vyšší u žen s karcinomem ovarií v rodinné anamnéze (Antoniou et al. 

2003; Kuchenbaecker et al. 2017). Mezi další geny spojované se zvýšeným rizikem jsou 

ATM, CHEK2, RAD51, BRIP1, PALB2, RAD51C, RAD51D, TP53, PTEN, STK11, CDH1, 

BARD1 a NBN, které jsou stejně jako geny BRCA1/2 součástí DNA reparačních drah (Toss 

et al. 2015; Angeli et al. 2020; Pietragalla et al. 2020).  

Na druhou stranu existuje celá řada protektivních faktorů vzniku ovariálního 

karcinomu, kam řadíme např.  kojení (Babic et al. 2020) či užívání antikoncepce (Michels 

et al. 2018).  

1.2.2 Diagnostika a léčba karcinomu ovarií 

Jak už bylo zmíněno, problémem včasné diagnostiky karcinomu ovarií je dlouhý 

průběh onemocnění bez jakýkoliv specifických symptomů, což vede k odhalení onemocnění 

až v pozdějších fázích. Mezi symptomy nejčastěji se objevující u žen s později 
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diagnostikovaným karcinomem ovarií je řazeno zvětšování objemu a pocit plnosti břicha, 

bolesti břicha, únava a ztráta chuti k jídlu (Ebell et al. 2016).   

 Mezi hlavní diagnostické postupy karcinomu ovarií jsou řazeny palpační vyšetření 

břicha, pánevní oblasti, vagíny, či rekta, tímto přístupem může být nalezena hmatatelná 

rezistentní léze. Upřesnění diagnózy je následně provedeno pomocí ultrazvukového 

vyšetření, počítačové tomografie (CT), magnetické rezonance (MR) či pozitronové emisní 

tomografie (PET). Biochemické vyšetření je soustředěno na stanovení nádorového markeru 

CA125 (z angl. cancer antigen 125) v krvi pacientek, jehož hladina je u pacientek 

s karcinomem ovarií zvýšena. Problémem nádorového markeru CA125 je jeho 

nespecifičnost, zvýšená hladina CA125 v krvi může mít i jinou příčinu – např. benigní útvary 

na ovariích, endometrióza, děložní myomy či jiná nádorová onemocnění. Hladina markeru 

CA125 je také ovlivňována věkem, rodinou historií karcinomu ovarií a prsu, obezitou,  

či rasou pacientky (Jelovac a Armstrong 2011; Adam et al. 2010; Babic et al. 2017). 

Nevýhodou markeru CA125 je nedostatečná schopnost detekovat brzká stádia onemocnění, 

jeho hlavním využitím je sledování terapeutické odpovědi. Dalším diskutovaným 

nádorovým markerem je HE4 (z angl. human epididymis protein 4). Využití ve standardní 

diagnostice je stále diskutováno, jisté studie ukazují větší senzitivitu než CA125, jiné studie 

ukazují horší výsledky než u nádorového markeru CA125 (Van Gorp et al. 2011; Suri et al. 

2021). Lepší výsledky ukazují některé studie sledující nádorové markery CA125 a HE4 

dohromady v rámci ROMA algoritmu (z angl. Risk of Ovarian Malignancy Algorithm), kde 

je patrná větší senzitivita u časných stadií onemocnění (Wei et al. 2016; Salminen et al. 2020; 

Suri et al. 2021). V České republice je stále nejvíce využíván nádorový marker CA125  

a to jak pro diagnostiku, tak zejména pro sledování terapeutické odpovědi. Další důležitou 

součástí diagnostiky je stanovení histologického typu, které je důležité pro rozhodnutí  

o následné léčbě. V rámci tohoto vyšetření je také stanoveno stádium a grade onemocnění. 

Histologicky se karcinomy ovarií dělí do sedmi hlavních skupin: epiteliální, 

mesenchymální, epiteliálně-mesenchymální nádory, nádory z buněk stromatu a zárodečných 

pruhů, nádory z germinálních buněk, smíšené nádory a léze podobné nádoru. Přes  

90 % diagnostikovaných nádorů je epiteliálního původu, v České republice v letech  

2014-2018 tvořily nádory tohoto typu 83 % diagnostikovaných případů (Krejčí et al. 2018; 

Herrington a Board 2020). Epiteliální nádory jsou dále rozděleny na serózní, endometroidní,  

světlo-buněčné, mucinózní, Brennerovy a smíšené nádory. Serózní nádory ještě dělíme na 

low-grade a high-grade nádory (Rojas et al. 2016) (Obrázek 4).  
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Obrázek 4. Klasifikace karcinomu ovarií. Histologická klasifikace karcinomu ovarií dle buněčného 

původu a rozdělení epiteliálních ovariálních nádorů dle dualistického modelu na Typ I a Typ II. 

Modifikováno dle (Kurman a Shih 2016). 

Stádium onemocnění je určeno pomocí FIGO systému Mezinárodního společenství 

pro gynekologii a porodnictví (FIGO, z angl. The International Federation of Gynecology 

and Obstetrics), který rozděluje karcinomy ovarií dle závažnosti onemocnění do čtyř stádií 

(Prat a FIGO Committee on Gynecologic Oncology 2015). Pro následnou klasifikaci na 

základě specifických vlastností jednotlivých subtypů byl navržen dualistický model dělící 

epiteliální nádory do dvou skupin – Typ I a Typ II. Nádory spadající do skupiny nádorů 

Typu I jsou charakterizovány diagnostikou onemocnění v brzkých stádiích, nízkým gradem 

nádoru, není u nich častý výskyt ascitu a mají dobrý klinický výstup. Pro nádory skupiny 

Typu II je charakteristické odhalení onemocnění v pozdních stádiích onemocnění, vysoký 

grade nádoru, přítomnost ascitu u pacientek, vysoká agresivita, chromosomální instabilita, 

častý výskyt mutace genu TP53 a špatný klinický stav pacientek (Kurman a Shih 2016) 

(Obrázek 4). 

 Standardním léčebným postupem je kombinace cytoreduktivní operace  

a chemoterapeutické léčby. U pacientek ve špatném počátečním stavu a pokročilém stádiu 

onemocnění je často indikována neoadjuvantní chemoterapie kombinující paklixatel  

a karboplatinu (3–4 cykly) s následující cytoreduktivní operací (z angl. interval debulking 

surgery, IDS), tento postup je aplikován u pacientek s primárně inoperabilním nálezem.  

U pacientek s operabilním nálezem je nejprve indikována cytoreduktivní operace 

s následnou adjuvantní chemoterapií. 
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Chemoterapeutická léčba je u pacientek s karcinomem ovarií stále založena zejména 

na kombinaci paklitaxelu a karboplatiny, a to jak v rámci neoadjuvantní, tak adjuvantní 

chemoterapie, viz. Modrá kniha České onkologické společnosti (Kiss et al. 2022). Následná 

adjuvantní léčba u high-grade serózního karcinomu se skládá ze 3-6 cyklů chemoterapie 

kombinující paklitaxel a karboplatinu pro stádium IA, IB, IC1, IC2, IC3, či 6-9 cyklů pro 

stádium II, III a IV. U pacientek se stádiem III a IV s reziduem po operaci > 1 cm3 je 

indikována kombinace paklitaxel, karboplatina a bevacizumab. V sekundární léčbě je 

používán bevacizumab, ať v monoterapii či v kombinaci s paklitaxelem, topotecanem, 

pegylovaným liposomálním doxorubicinem u pacientek, u kterých se nepředpokládá 

odpověď na léčbu na bázi platiny. U pacientek s předpokladem odpovědi na platinu je 

doporučována kombinace karboplatiny, pegylovaného liposomálního doxorubicinu  

a bevacizumabu. Přesné schéma a dávkování chemoterapeutik je dáno stádiem onemocnění 

a daným stavem pacientky. U pacientek s high-grade serózním karcinomem a pozitivním 

nálezem somatických/germinálních BRCA1/BRCA2 mutací, HRD deficiencí (deficience 

v homologní rekombinaci), či genomovou nestabilitou je indikována léčba PARP 

inhibitorem (Lynparza, Zeluja) v monoterapii, nebo v kombinaci s bevacizumabem v rámci 

udržovací léčby u pacientek s relapsem a kompletní či částečnou odpovědí na platinu v rámci 

adjuvantní léčby (Kiss et al. 2022; Colombo et al. 2019). Sledování pacientek po ukončení 

terapie je prováděno komplexním gynekologickým vyšetřením, včetně stanovení markeru 

CA125 každé 3 měsíce po dobu 3 let, následně každých 6 měsíců po dobu 2 let a v případě 

stále dobrého stavu pacientky kontroly přecházejí do preventivních kontrol jednou ročně 

(Cibula et al. 2009). Řada klinických studií ukazuje slibné výsledky a nové terapeutické 

kombinace pro léčbu pacientek. Klinická studie SOLO1 ukázala snížení rizika progrese 

onemocnění a smrti pacientek až o 70 % u pacientek s BRCA1/2 mutacemi léčených 

olaparibem po primární léčbě kombinací platiny a taxanů (Moore et al. 2018).  Studie 

PAOLA-1 ukázala zlepšení doby do progrese u pacientek léčených bevacizumabem v první 

linii léčby s navazující léčbou olaparibem, zlepšení bylo výraznější u pacientek s HRD 

deficiencí a BRCA1/2 mutacemi (Ray-Coquard et al. 2019). U pacientek je také v současné 

době studováno zařazení imunoterapie. U studií soustředěných na imunoterapii je vkládána 

naděje na režimy kombinující imunoterapeutické léky a další chemoterapeutika  

(Barber a Matei 2021). Nicméně, např. studie Javelin Ovarian 200 neukázala očekávané 

zlepšení celkového přežití či doby do progrese u pacientek léčených avelumabem či s/bez 

pegylovaným liposomálním doxorubicinem (Pujade-Lauraine et al. 2021).  
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1.2 Mnohočetná léková rezistence 

 Jedním z největších problémů úspěšné terapie nádorových onemocnění je rezistence 

nádorových buněk. I když zprvu většina onkologických pacientů na léčbu reaguje úspěšně  

a dochází k ústupu nádorového onemocnění, postupem času často dochází k rozvoji 

rezistence k podávanému léčivu. Samozřejmě existuje i tzv. přirozená rezistence, kdy už 

pacient od počátku na léčbu nereaguje. Většina případů rezistence je ovšem tzv. získaná 

rezistence, ke které dochází až během léčby. Důležitým typem rezistence je tzv. mnohočetná 

léková rezistence (MDR, z angl. multidrug resistance), kdy dochází k rozvoji rezistence 

vůči více typům léčiv, které si nejsou strukturně, ani funkčně podobné (Nosková et al. 2000). 

 Rozvoj mnohočetné lékové rezistence je heterogenním, avšak komplexním, 

procesem. Mezi hlavní mechanismy MDR řadíme narušení transportu léčiv do/z buňky, 

řádného metabolismu léčiv, DNA reparačních drah či apoptózy. Nelze opomenout ani vliv  

nádorového mikroprostředí, přítomnost genetických mutací či epigenetické modifikace 

expresního profilu (Obrázek 5). Studium molekulární podstaty vzniku mnohočetné lékové 

rezistence je důležité pro porozumění tohoto procesu a identifikaci nových potenciálních 

terapeutických cílů či nových biomarkerů pro sledování účinnosti terapie. 

 

Obrázek 5. Zjednodušené schéma mnohočetné lékové rezistence (MDR). Za rozvojem MDR stojí 

řada procesů, jako narušení transportu léčiva do nádorové buňky (např. SLC transportéry), transportu 

z buňky (např. ABC transportéry), zvýšená aktivita DNA reparačních drah (např. NER, HR či MMR 

dráhy), metabolismu léčiv (zejména rodiny 1, 2 a 3 z cytochromů P450), řádného průběhu apoptózy 

(zejména skrz proteiny z Bcl-2 rodiny). Důležitou roli sehrává taktéž samotné mikroprostředí nádoru 
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a genetické mutace či regulační mechanismy, jako ncRNA a epigenetické modifikace. Schéma 

vytvořeno pomocí www.biorender.com. 

  

Jednu z prvních příček v příčinách vzniku MDR zaujímají membránové ABC 

transportéry (z angl. ATP-binding cassette) přenášející řadu substrátů ven 

z intracelulárního prostoru do extracelulárního, včetně léčiv (Holland et al. 2003). Celkově 

bylo popsáno 49 členů této nad-rodiny proteinů, které se dělí do celkem 7 rodin (ABCA – 

ABCG). Jejich struktura je charakterizována celkem 4 doménami – 2 domény vázající ATP 

(tzv. NBD doména, z angl. Nucleotide Binding Domain) a 2 transmembránové domény (tzv. 

TMD, z angl. Transmembrane Domain) (Linton 2007; Ward et al. 2007). Deregulace ABC 

transportérů v rozvoji mnohočetné lékové rezistence je velmi dobře známa, zejména jejich 

zvýšená exprese související se zvýšeným exportem léčiva ven z buňky (shrnuto v Gottesman 

et al. 2002; Tamaki et al. 2011; Glavinas et al. 2004). Ale stále je co vyjasňovat s ohledem 

na širokou řadu transportérů v této nad-rodině a na velkém spektru přenášených látek  

(shrnuto v Leonard et al. 2003). Nejznámějšími a nejprostudovanějšími s ohledem na 

rezistenci jsou tři ABC transportéry, a to ABCB1, ABCC1 a ABCG2 (Yasuhisa et al. 2007; 

Cole 2014; Robey et al. 2007; Mao a Unadkat 2015). Přehled ABC transportérů 

s předpokládanou rolí v rozvoji rezistence k paklitaxelu či platinovým derivátům  

u karcinomu ovarií byl publikován členy naší laboratoře v roce 2017 (Cerovska et al. 2017). 

Z rodiny A byl pozorován vztah mezi expresí ABC transportéru ABCA3 s rezistencí 

k doxorubicinu, daunorubicinu, mitoxantronu, etoposidu a vincristinu u akutní myeloidní 

leukémie (Chapuy et al. 2008; Steinbach et al. 2006).  

Nejznámějším transportérem stojícím za mnohočetnou lékovou rezistencí je ABC 

transportér ABCB1 z rodiny B (MDR1, P-glykoprotein). Je spojován s rezistencí k řadě 

léčiv, např. kolchicin, doxorubicin, vinblastin, vinca alkaloidy, antracyklin, taxany, 

topotecan a mnoho dalších (Ueda et al. 1987a; 1987b; Ambudkar et al. 1999). Tento 

transportér byl také prvním popsaným, a to v roce 1976 (Juliano a Ling 1976). Např. 

paklitaxel rezistentní linie karcinomu ovarií A2780 s vysokou expresí ABCB1 vykazovala 

taktéž zkříženou rezistenci k olaparibu, doxorubicinu a rucaparibu. Při inhibici exprese 

ABCB1 pomocí inhibitorů jako verapamil a elacridar došlo k zvýšení senzitivity této linie 

k těmto léčivům (Vaidyanathan et al. 2016). Důležitost ABCB1 nespočívá pouze v exportu 

léčiv, ale pravděpodobně také v indukci apoptózy nádorových buněk, jak bylo pozorováno 

v několika studiích (Zu et al. 2014; Galski et al. 2013; Souza et al. 2015). ABCB1 je také 

nejvíce prostudován, co se genetické variability týče, mutace mohou vést ke změně např. 
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vazebných míst pro léčivo či pro ATP katalyzující transport (Cascorbi 2006; López-

Fernández 2018; Skarke et al. 2003). ABCB4 je spojován s rezistencí k digoxinu, paklitaxelu 

či vinblastinu (Smith et al. 2000). S rezistencí k paklitaxelu je také spojován transportér 

ABCB11, který sdílí vysokou homologii s ABCB1 (Childs et al. 1998). 

Z rodiny ABCC je s rozvojem rezistence spojován zejména transportér ABCC1 

(MRP1) (Cole et al. 1992). Řada transportérů z této rodiny je spojována s rezistencí (Zhang 

et al. 2015). ABCC1 je často asociován s rezistencí k vinca alkaloidům, antracyklinům či  

k methotrexátu (Borst et al. 2000; Young et al. 2001). Z dalších členů rodiny ABCC je  

s rezistencí spojován transportér ABCC2 a to konkrétně vůči cisplatině (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), taktéž k paklitaxelu (Huisman et al. 2005), či etoposidu, doxorubicinu  

či epirubicinu (Cui et al. 1999; Lagas et al. 2010). ABCC3 je spojován s rezistencí 

k doxorubicinu či etoposidu (Young et al. 2001; Lagas et al. 2010). Zvýšená exprese 

transportérů ABCC4 a ABCC5 je spojována s rezistencí k nukleotidovým analogům jako je 

6-merkaptopurin či 6-thioguanin (shrnuto v Borst et al. 2000). Transportér ABCC6 se podílí 

na transportu léčiv jako je etoposid, doxorubicin či daunorubicin (Belinsky et al. 2002). 

Zvýšená exprese ABCC10 je asociována s rezistencí k docetaxelu (Hopper-Borge et al. 

2004), vinoreblinu (Bessho et al. 2009), nukleotidovým analogům (Hopper-Borge et al. 

2009), či paklitaxelu (Hopper-Borge et al. 2011). Posledním členem této rodiny je ABCC11, 

který je spojován s rezistencí k 5-fluorouracilu (Guo et al. 2003; Hlavata et al. 2012). 

Konečně posledním dosud zásadně spojovaným transportérem s rezistencí je ABC 

transportér ABCG2 (BCRP) z rodiny G (Doyle et al. 1998). Zvýšená exprese ABCG2 byla 

pozorována v řadě nádorových buněčných liniích a je spojována s exportem řady léčiv ven 

z buňky, jako jsou např. antracykliny, kampthotecin, inhibitory topoizomerázy I (Abbott 

2003; Robey et al. 2007; Austin a Ross 2003), mitoxantron, doxorubicin a daunorubicin 

(Doyle et al. 1998), či etoposid (Allen et al. 2003).  

 SLC transportéry (z angl. Solute Carrier Transporters) jsou další velkou skupinou 

membránových transportních proteinů (400 členů v této nad-rodině, která se dále dělí na 

52 rodin) (www.genenames.org) (Perland a Fredriksson 2017), které slouží zejména jako 

importéři materiálu do buněk, včetně léčiv používaných v protinádorové léčbě, jako jsou 

např. 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 deriváty – SLC22A1, SLC22A2 a SLC22A3 (Hall et al. 2008), doxorubicin 

a mitoxantron – SLC22A4 (Okabe et al. 2008). 

 ABC a SLC transportéry nejsou jedinými transportéry přenášejícími léčiva skrz 

buněčnou membránu. Jako další můžeme jmenovat transportéry ATP7A/B, které jsou dobře 

známými přenašeči platinových derivátů a jsou spojovány s rezistencí k těmto léčivům 

(Safaei et al. 2008; Inoue et al. 2010; Komatsu et al. 2000), či RLIP76 přenášející 

doxorubicin je také ATP závislý přenašeč, který je spojován zejména se zprostředkováním 

transportu glutathionových konjugátů ven z buňky (Drake et al. 2007; Awasthi et al. 2002; 

2000; Singhal et al. 2009). Přehled nejdůležitějších transportérů účastnících se transportu  

a vzniku rezistence k taxanům a platinovým derivátům přímo u karcinomu ovarií je zobrazen 

v Tabulce 1. 

Tabulka 1. Přehled transportérů (ABC, SLC a ATP) v transportu taxanů a platinových derivátů 

používaných v léčbě u karcinomu ovarií. Modrá barva indikuje asociaci daného transportéru 

s vybraným léčivem. Založeno na informacích z přehledového článku (Cerovska et al. 2017). 

  Paklitaxel Docetaxel Cisplatina Karboplatina 

ABCA1         

ABCA3         

ABCB1         

ABCB4         

ABCB11         

ABCC1         

ABCC2         

ABCC6         

SLC22A1         

SLC22A2         

SLC31A1         

SLC31A2         

SLC47A1         

SLC47A2         

SLCO1B3         

ATP7A         

ATP7B         

 

 Dalším procesem stojícím za MDR je zvýšený metabolismus léčiv vedoucí 

zpravidla k detoxifikaci používaných cytostatik.  Hlavními činiteli v I. fázi metabolismu jsou 

enzymy z velké nad-rodiny cytochromů P450 (více jak 2400 enzymů členěných do 18 rodin) 

(Werck-Reichhart a Feyereisen 2000; Nelson 2018). Většina (70-80 %) využívaných léčiv 

je metabolizována enzymy z rodin 1, 2 a 3 (Zanger a Schwab 2013). Jako příklad lze uvést 

CYP1B1, jehož zvýšená exprese byla pozorována ve spojitosti s rezistencí k paklitaxelu  
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u karcinomu ovarií (Zhu et al. 2015), či genetická variabilita CYP2B6 s účinností léčby 

docetaxelem u karcinomu prsu (Song et al. 2015). U karcinomu prsu byla též pozorována 

spojitost mezi aktivitou CYP2D6 a účinností tamoxifenu (Hoskins et al. 2009). Vliv změny 

exprese či genetická variabilita enzymů z rodiny CYP3A, CYP3A4  

a CYP3A5, byl pozorován ve spojitosti s účinností několika léčiv – irinotecanu u karcinomu 

kolorekta, tamoxifenu u karcinomu prsu, či u erlotinibu, dosatinibu a paklitaxelu  

u karcinomu pankreatu (Buck et al. 2019; Wegman et al. 2007; Noll et al. 2016). Důležitá je 

také souhra různých mechanismů, jako např. transport a metabolismus. Léky 

metabolizované enzymem CYP3A4 jsou lepším substrátem pro transportér ABCB1 (Pal  

a Mitra 2006). I enzymy II. fáze metabolismu mají svoji nezastupitelnou roli. Např. inhibice 

UGT1A4 enzymu zvýšila sensitivitu k ribavirinu (Osborne et al. 2019), či zvýšená exprese 

UGT2B17 byla spojena s horší odpovědí na terapii fludarabinem u pacientů s chronickou 

lymfocytární leukémií (Gruber et al. 2013). 

 Narušení DNA reparačních drah, tedy zvýšení jejich aktivity, je další nedílnou 

součástí problému mnohočetné lékové rezistence. Změna aktivity DNA reparačních drah je 

nejvíce spojena s rezistencí a úspěšností terapie založené na platinových derivátech  

a alkylačních činidlech (Martin et al. 2008; Gutierrez a O’Connor 2021). Nejčastěji jsou 

pozorovány alterace NER dráhy (z angl. nucleotide excision repair) s rezistencí 

k platinovým derivátům, jak bylo pozorováno u karcinomu ovarií, kolorekta, 

nemalobuněčného karcinomu plic, zejména ve spojitosti s vyšší expresí genu ERCC1, XPF 

či 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 dráha je hlavní dráhou opravující poškození DNA 

způsobené funkčním mechanismem platinových derivátů (Reardon et al. 1999). Druhou 

nejzajímavější dráhou je MMR dráha (z angl. mismatch repair), která má svůj podíl  

na úspěšnosti léčby platinovými deriváty a alkylačními činidly (Fink et al. 1996; 1998; Zhu 

et al. 2018; Fink et al. 1997). Často pozorované změny v této dráze jsou mutace jednotlivých 

členů této dráhy či změny jejich DNA metylačního profilu. Zejména její snížená aktivita, 

která je označovaná jako tzv. MMR deficiency, která je spojena s vyšší tolerancí buňky  

na poškození DNA a tím zvýšenou akumulací mutací, které mohou vést až k rezistenci 

(Pećina-Šlaus et al. 2020; Fedier a Fink 2004; V et al. 2014). V řadě studií byla pozorována 

souvislost hypermetylace genu hMLH1 a hMSH2 s rezistencí k platinovým derivátům (Tian 

et al. 2019; Kelley et al. 2014; Helleday et al. 2008; Lima et al. 2022; Cejka et al. 2003; Pani 

et al. 2007). Zvýšena aktivita HR dráhy (homologní rekombinace) a exprese RAD51 byla 
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zase pozorována ve spojitosti s rezistencí k doxorubicinu u pacientů s mnohočetným 

myelomem (Alagpulinsa et al. 2014).  Alterace v DNA reparačním systému buňky jsou 

mimo jiné spojovány se vznikem nádorových onemocnění, ale nejznámějším rizikovým 

faktorem jsou mutace v genech BRCA1/2, ale také v genech, jež jsou členy MMR dráhy 

(shrnuto Tomasova et al. 2020). 

 Důležitou roli v rozvoji mnohočetné lékové rezistence má také narušení procesu 

apoptózy (Neophytou et al. 2021), a to zejména narušením rovnováhy mezi pro-  

a anti-apoptotickými proteiny z Bcl-2 rodiny (Hsu et al. 1994; Srivastava et al. 1999). Hlavní 

roli hraje zvýšená exprese anti-apoptotických proteinů Bcl-2, Bcl-XL a MCL-1  

(shrnuto v Hata et al. 2015; Kapoor et al. 2020), např. v případě rozvoje rezistence 

k cisplatině (Yang et al. 2019; Cho et al. 2006). Samozřejmě i genetická variabilita těchto 

genů může ovlivňovat jejich funkci a tím správný průběh a načasování apoptózy (Fresquet 

et al. 2014).  

 Důležitost nádorového mikroprostředí v rozvoji rezistence je nepopiratelná, jeho 

heterogenita zvyšuje komplexitu samotného nádoru (shrnuto v Hirata a Sahai 2017; Klemm 

a Joyce 2015; Doktorova et al. 2015). Charakteristickou vlastností mikroprostředí je 

hypoxie, jejíž důležitost v MDR je dobře známa (Milane et al. 2011; Liang 1996). Hypoxické 

buňky vykazují nižší proliferační kapacitu a vyšší expresi Bcl-2 proteinu, která ústí k nižší 

úrovni apoptózy. Hypoxické buňky taktéž vykazují vyšší expresi biotransformačních 

enzymů – glutathion (GSH) a metallothionein (MT), které snižují efektivitu alkylačních 

činidel, platinových derivátů či etoposidu (Lluis et al. 2005; Krizkova et al. 2012; Murphy 

et al. 1994; Kojima et al. 2009). Klíčovou molekulou hypoxie je transkripční faktor HIF-1 

indukující expresi taktéž klíčových ABC transportérů – ABCB1 (Comerford et al. 2002), 

ABCC1 (Lv et al. 2015; Liu et al. 2008) a ABCG2 (He et al. 2016; Krishnamurthy a Schuetz 

2005) a tím přispívat k MDR fenotypu nádorových buněk. 

 Mezi nejdůležitější regulační mechanismy hrající svou roli ve vzniku MDR řadíme 

epigenetické modifikace, zejména DNA metylace a nekódující RNA, jako jsou mikroRNA 

(miRNA, z angl. microRNA) či dlouhé nekódující RNA (lncRNA, z angl. long non-coding 

RNA). Tyto klíčové elementy jsou schopny regulovat hladiny exprese řady transportérů, 

apoptotických genů, členů DNA reparačních drah a tímto způsobem ovlivňovat 

mnohočetnou lékovou rezistenci. Jako příklad můžeme uvést hypermetylaci genu pro 

kaspázu 8 (CASP8), která vede k snížení jeho exprese a tím snížení míry apoptózy (Teitz et 

al. 2001; Soejima et al. 2005). Zvýšená senzitivita nádorových buněk k alkylačním činidlům 
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či tenizolamidu je spojována taktéž s hypermetylací genu MGMT, která  koresponduje s lepší 

odpovědí na terapii u pacientů s karcinomem ovarií a gliomy na terapii (Hegi et al. 2005; 

Teodoridis et al. 2005; Teng et al. 2017). Role nekódujících RNA v mnohočetné lékové 

rezistenci je studována zejména v posledních letech. Jejich primární funkcí je regulace 

genové exprese, přičemž lncRNA mají v porovnání s miRNA širší paletu mechanismů 

regulace exprese cílového genu (shrnuto v Liu et al. 2020; Zhang et al. 2019; Marchese et 

al. 2017; Fang a Fullwood 2016; MacFarlane a Murphy 2010). miRNA, stejně tak lncRNA, 

mohou regulovat expresi genů podílejících se na regulaci buněčného cyklu, proliferace 

buněk, samotných membránových transportérů (Cui et al. 2013; Si et al. 2019; Mondal  

a Meeran 2021). Jako příklad můžeme uvést miRNA miR-200, která je spojována 

s rezistencí k tamoxifenu u karcinomu prsu (Gao et al. 2019),  miR-579-3p je spojována 

s rezistencí k vemrafenibu u melanomu (Fattore et al. 2016), či spojitost exprese miR-26a 

s rezistencí k doxorubicinu, metotrexátu a cisplatině u osteosarkomu (Li a Ma 2021)  

a miR-208b s rezistencí k oxaliplatině u kolorektálního karcinomu (Ning et al. 2021). Toto 

je pouze pár příkladů z mnoha studií popisujících spojitost miRNA s rezistencí, více 

informací je možné dohledat v přehledových článcích (Pan et al. 2021; Mihanfar et al. 2019;  

Lampis et al. 2020). 

 Samozřejmě genetické mutace ve specifických genech a přestavby chromozomů 

patří také k příčinám rozvoje rezistence a selhání léčby (Duesberg et al. 2000; 2001). 

Nejprostudovanějším genem v souvislosti s rezistencí je tumor supresorový gen TP53. 

Mutace v tomto genu jsou často pozorovány u nádorových buněk rezistentních k léčivům 

účinkujích skrz modifikace DNA – platinové deriváty či alkylační činidla (Mantovani et al. 

2019). Genetická změna v genu ABCB1 3435 C>T vedla k větší míře transportu docetaxelu 

z buňky ven v nádorových buňkách karcinomu ovarií ES-2 a SKOV-3 (Yin et al. 2019), ale 

jiné mutace v genu ABCB1 (rs2032582) je spojována s lepším přežíváním pacientek 

s karcinomem prsu (Vulsteke et al. 2014). Mutace v genu DPYD ovlivňuje míru 

metabolismu 5-fluorouracilu, mutace DPYD*2A (c.1905+1G>A) a DPYD*13 (c.1679T>G) 

jsou spojeny s nízko mírou metabolismu 5-fluorouracilu a tím účinnost léčby (Dean a Kane 

2012). Je však nutno zmínit, že mutace mít i pozitivní vliv na úspěšnost léčby, např. mutace 

v genech BRCA1/2 jsou spojovány s lepší odpovědí pacientek s karcinomem ovarií na léčbu 

platinovými deriváty a PARP inhibitory (Bolton et al. 2012; Yang et al. 2011;  

Faraoni a Graziani 2018). Podobným příkladem jsou některé mutace EGFR u pacientů 
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s nemalobuněčným karcinomem plic, které jsou spojovány s lepší odpovědí těchto pacientů 

na EGFR inhibitory (Kobayashi et al. 2005). 

1.3 Taxany 

 Předkládaná disertační práce se kromě molekulárních profilů ovariálního karcinomu 

věnuje přímo i novým možnostem terapie právě rezistentních forem nádorů. V souvislosti 

s touto tématikou je práce zaměřena na taxany a jejich využití. Taxany jsou klasickým 

zástupcem cytostatik s anti-mitotickým účinkem. Hlavní mechanismus jejich účinku spočívá 

ve vazbě na β-tubulin s následnou stabilizací mikrotubulů zvýšením jejich polymerace  

a inhibicí depolymerace již stávajících mikrotubulů, což ve výsledku vede k narušení mitózy 

a indukci apoptózy (Schiff et al. 1979; Schiff a Horwitz 1980). Taxany jsou v klinické praxi 

používány v rámci neoadjuvantní, adjuvantní či paliativní terapie. Nejčastěji používaným 

taxanem je paklitaxel, následně docetaxel a nab-paklitaxel. Jsou používány v léčbě řady 

solidních nádorů – karcinomu ovarií, prsu, plic, pankreatu, prostaty, děložního hrdla a těla, 

vulvy, pochvy či nosohltanu (Kiss et al. 2022). Prvně byl paklitaxel schválen FDA  

(z angl. U.S. Food and Drug Administration) roku 1984 pro léčbu karcinomu ovarií, roku 

1994 pro léčbu metastatického karcinomu prsu, docetaxel byl schválen pro léčbu karcinomu 

prsu v roce 1996, nab-paklitaxel byl v roce 2005 schválen pro léčbu metastatického 

karcinomu prsu a jako poslední byl schválen v roce 2010 cabazitaxel pro léčbu hormonálně 

refrakterního karcinomu prostaty v kombinaci s prednisonem (Mosca et al. 2021; Galsky et 

al. 2010). Struktura základních konvenčních taxanů je zobrazena na Obrázku 6). 
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Obrázek 6. Chemická struktura taxanů. 2D struktura taxanových derivátů paklitaxelu, docetaxelu, 

cabazitaxelu a nab-paklitaxelu používaných v léčbě nádorových onemocnění. 

 Paklitaxel (PTX, Taxol®, Anzatax®, Paxene®) je historicky první objevený taxan, 

který byl i jako první schválen pro klinické použití. Původně byl izolován z kůry tisu 

červeného (Taxus brevifolia) (Wani et al. 1971). Dnes je paklitaxel vyráběn semisynteticky 

z prekurzoru – 10-deacetylbaccatinu III nebo fermentačně z buněčné linie Taxus (Gennari 

et al. 1997; Goleniowski 2000).  

 Docetaxel (DTX, Taxotere®) je vyráběn semisynteticky také z 10-deacetylbaccatinu 

III, který je izolován z jehličí tisu evropského (Taxus baccata). Docetaxel se volné přírodě 

nevyskytuje. Od PTX se strukturně odlišuje v pozici C3´postranního řetězce a na C10´pozici 

taxanového kruhu. V porovnání s PTX má vyšší afinitu k tubulinům a produkuje strukturně 

odlišné polymery tubulinu (Rohena a Mooberry 2014; Verweij et al. 1994; Fromes et al. 

1996). 

Novějšími formami paklitaxelu je nab-paklitaxel (Abraxane®), což je paklitaxel 

navázaný na molekulu albuminu (Viúdez et al. 2014). Vazba na albumin zvyšuje prostupnost 

cév pro paklitaxel a následně k nádorové tkáni (Gradishar et al. 2005; shrnuto  

v Hawkins et al. 2008). Cabazitaxel (Jevtana®), který je derivátem docetaxelu (liší se 

metylovou skupinu na pozici C7 a C10) je zase v porovnání s PTX a DTX je horším 

substrátem pro P-glykoprotein (Galsky et al. 2010). 
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1.3.1 Mechanismus účinku 

 Hlavní mechanismus účinku taxanů spočívá v narušení rovnováhy mezi solubilními 

dimery tubulinů a polymerizovanými mikrotubuly. Taxany svojí vazbou na tubuliny, které 

jsou hlavní stavební jednotkou mikrotubulů, podporují polymeraci tubulin, vznik 

mikrotubulů, stabilizují již stávající mikrotubuly a brání jeho depolymeraci, čímž 

dojde primárně k narušení procesu mitózy (Gjyrezi et al. 2020; Band Horwitz 1992).  

Mikrotubuly jsou dynamickou cytoskeletární strukturou a spolu s aktinovými 

mikrofilamenty a intermediárními filamenty tvoří buněčný cytoskelet. Mají svoji důležitou 

roli v procesu buněčného dělení, pohybu buněk, signalizaci, buněčném transportu  

a udržování tvaru buněk. Základní stavební jednotkou jsou tubuliny – α a β tubuliny, které 

tvoří heterodimery, ty se následně polymerují do protofilament a 13 protofilement vytváří 

finální mikrotubulus (Löwe et al. 2001; Nogales 2000; Downing a Nogales 1998).  

Nerovnováha a porušená  dynamika tvorby a rozkladu mikrotubulů vede k chybám 

segregace chromozomů a genomické nestabilitě (Hanahan a Weinberg 2011; Wilhelm et al. 

2020). 

Taxany se váží na β tubulin a preferenčně dochází k zastavení buněčného cyklu 

během G2/M kontrolního bodu (Parness a Horwitz 1981; Horwitz 1994). K zastavení 

buněčného cyklu v G2/M kontrolnímu bodu dochází pravděpodobně aktivací  

cyklin-dependentní kinázy CDK1 a akumulací cyklinu B1 a následující aktivací/deaktivací 

proteinů z rodiny Bcl-2 (Ibrado et al. 1998; Ling et al. 1998; Sakurikar et al. 2012). 

Taxany svojí funkcí a vazbou na mikrotubuly narušují zejména funkci mitotického 

dělícího vřeténka. Narušení struktury dělícího vřeténka je odhaleno díky kontrolnímu bodu 

během mitotické fáze buněčného cyklu vyžadujícího komplex Cdk1/Cyklin B  

(Visconti et al. 2016; Serpico a Grieco 2020). 

Také byl popsán vliv PTX na vytváření kapilár a mikrocév, zejména jeho cytotoxický 

efekt na proliferaci endoteliálních buněk (Bocci et al., 2013) a snížení exprese VEGFA 

signalizační dráhy a Angiopoietinu-1 (ANG-1) (Hata et al. 2004; Loo et al. 2005). 

PTX taktéž indukuje produkci mitochondriálního ROS (z angl. reactive oxygen 

species, reaktivní forma kyslíku) a oxidativní stres (Cui et al. 2018). Rovnováha oxidativního 

stresu rozhoduje o osudu buňky, zda přežije či dojde k apoptóze  

(shrnuto v Clerkin et al. 2008). Mitochondriální ROS indukovaný PTX je schopen aktivovat 

STAT signalizační dráhu, což vede ke snížení exprese proteinu UCP2 (Uncoupling protein 
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2). Protein UCP-2 snižuje množství ROS v mitochondriích, takže snížení jeho exprese vede 

k indukci buněčné smrti po podání PTX (Su et al. 2012; Huang et al. 2019). 

Finálním mechanismem indukovaným taxany je apoptóza. Taxany indukují obě 

hlavní apoptotické dráhy – vnější (extrinsická) i vnitřní (intrinsická) (Wang et al. 2000).  

Byla popsána aktivace apoptózy aplikací PTX skrz dráhu aktivovanou tzv. receptory smrti 

– Fas či DR4/DR5 receptory (Huisman et al. 2002; Huang et al. 2020c; Hunter et al. 2011; 

Kim et al. 2003). Taxany taktéž indukují fosforylace anti-apoptotického proteinu Bcl-2 a tím 

převažují váhu pro-apoptotických proteinů v buňce (Hüsemann et al. 2020). 

Zjednodušené schéma mechanismu účinku je vyobrazeno na Obrázku 7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 7. Mechanismus účinku taxanů (paklitaxelu) na zjednodušeném schématu. Hlavním 

mechanismem účinku paklitaxelu je vazba na mikrotubuly a narušení jejich funkce. Schéma 

vytvořeno pomocí www.biorender.com. 

1.3.2 Metabolismus taxanů 

 Taxany jsou primárně metabolizovány v játrech a metabolity jsou vylučovány žlučí. 

Hlavními enzymy metabolismu taxanů jsou enzymy z nad-rodiny cytochromů P450  

(Gligorov a Lotz 2004). Paklitaxel je metabolizován enzymy CYP3A4 a CYP2C8 (Dai et al. 

2001; Cresteil et al. 2002). V případě docetaxelu to jsou enzymy CYP3A4 a CYP3A5 (Shou 

et al. 1998).  

 Hlavním metabolitem paklitaxelu, který vzniká hydroxylací enzymem CYP2C8  

na pozici C6 je 6-hydroxy-paklitaxel a 3´-p-hydroxyfenyl-paklitaxel, který vzniká pomocí 

CYP3A4 hydroxylací v pozici C13. Hlavní metabolická dráha docetaxelu zahrnuje 

hydroxylaci postranní terc-butylové skupiny enzymy CYP3A4 či CYP3A5, za vzniku 

alkoholové skupiny. Ta je následně oxidována na nestálý aldehyd a cyklizací vznikají dva 
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diastereoisomerické hydroxy-oxazolidinony (Joerger 2015; Vaclavikova et al. 2004; Bořek-

Dohalská a Stiborová, 2000). 

V druhé fázi metabolismu nastupují enzymy detoxifikující 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 taxanům 

 Rezistence k taxanům je příkladem mnohočetné lékové rezistence a jde tedy  

o multifaktoriální proces. Dochází k narušení mnoha procesů zahrnujících narušení jejich 

metabolismu, transportu, ke změnám ve struktuře mikrotubulů zabraňujících vazbě taxanů, 

změnám v apoptóze, alteraci DNA reparačních drah a regulačních mechanismů genové 

exprese (nekódující RNA a epigenetické modifikace) (Obrázek 8). V této kapitole jsou 

alterace těchto procesů, které stojí za vznikem rezistence, detailněji popsány. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 8. Zjednodušené schéma hlavních mechanismů stojících za rozvojem rezistence k taxanům 

– zejména paklitaxelu a docetaxelu. Mezi tyto mechanismy řadíme transport léčiv a jejich 

metabolismus, strukturní změny tubulinů a aktivity MAP proteinů, alterace apoptózy a nádorového 

mikroprostředí. Důležitou roli rovněž mají mechanismy regulující expresi genů – epigenetické 

modifikace a nekódující RNA (miRNA, lncRNA). Schéma vytvořeno pomocí www.biorender.com 

 Jedním z procesů stojících za rozvojem rezistence k taxanům je narušení jejich 

metabolismu, které vede ke změně jejich vnitrobuněčné koncentrace.  Rezistence k taxanům 

bývá spojována se zvýšenou expresí enzymů z nad-rodiny cytochromů P450 

metabolizujících PTX (CYP2C8 a CYP3A4) či DTX (CYP3A4 a CYP3A5). Zvýšený 

metabolismus léčiv vede k efektivnější tvorbě metabolitů, které už nevykazují dostatečnou 

účinnost v porovnání s originálním léčivem (Vaclavikova et al. 2004). Byla též prokázána 
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aktivita PTX/DTX v aktivaci transkripčního faktoru NR1I2, který indukuje expresi 

CYP2C8, CYP3A4 (Synold et al. 2001). Taktéž genetická variabilita cytochromů může 

ovlivňovat jejich schopnost metabolizovat taxany, např. změna P404A v CYP2C8 snížila 

afinitu vazby mezi CYP2C8 a PTX v porovnání s wild-type formou CYP2C8, oproti tomu 

varianta I264M měla opačný efekt (Jiang et al. 2011; Leskelä et al. 2011; Lambrechts et al. 

2015; Gréen et al. 2011). Zvýšená exprese CYP1B1 byla také pozorována ve spojitosti 

s rezistencí k PTX (Zhu et al. 2015). 

 Zvýšený transport léčiv ven z buňky je dalším a jedním z hlavních mechanismů 

rezistence, včetně taxanů. Zejména zvýšená exprese ABCB1 je spojena s rezistencí 

k taxanům (Patch et al. 2015; Scotto et al. 1986; Fojo et al. 1985; Shen et al. 1986), protože 

taxany (PTX i DTX) jsou také dobrým substrátem pro transport pomocí transportérů ABCB1 

(Genovese et al. 2017; Wang et al. 2006). S rezistencí k paklitaxelu je spojován nejen dobře 

známý transportér ABCB1 (Januchowski et al. 2013; 2014; 2017), ale i ABCB4  

(Genovese et al. 2017), či ABCB3, ABCB4, ABCC1, ABCC2, ABCC3, ABCC4, ABCG2  

(Němcová-Fürstová et al. 2016; Auner et al. 2010). Genetická variabilita ABCB1 může 

ovlivňovat jeho schopnost transportovat paklitaxel (Gao et al. 2014), ale tato problematika 

vyžaduje detailnější studium (Johnatty et al. 2013). 

 Narušení transportu taxanů do nitra buňky má také svoji roli v rozvoji rezistence. 

Zvýšená exprese SLCO1B3, SLC22A1, SLC22A2 a SLC31A1 byla pozorována u PTX 

rezistentních nádorových buněk (Takano et al. 2009; Gaudelot et al. 2017; Gupta et al. 2012). 

Ve studii z roku 2012 byl pozorován vztah mezi expresí a genetickou variabilitou 

transportérů SLC31A2, SLC43A1, SLC35A5, SLC41A2 se senzitivitou nádorových buněk 

k PTX (Njiaju et al. 2012). 

 Důležitou roli mají změny struktury mikrotubulů, které mohou bránit vazbě taxanů 

k mikrotubulům a tím zabránit jejich funkci. Už jenom existence několika isoforem  

β tubulinů vede k narušení ideální efektivity taxanů. V řadě studií byla prokázána asociace 

vysoké exprese isoformy β3 s rezistencí k taxanům u solidních nádorů např.  karcinomu 

ovarií (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 rezistencí k taxanům jsou též spojovány mutace 

v nejčastější isoformě – β1 tubulinu např. A185T, A248V, R306C, F270V, A364T, F270I  

či D26E (Yin et al. 2010; Zhou et al. 2002; Hara et al. 2010; Hari et al. 2006). Funkčně 

významné mutace se nejčastěji vyskytují ve vazebných místech paklitaxelu na mikrotubuly. 
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 Neopomitelnou roli mají proteiny asociované s mikrotubuly, tzv. MAP proteiny, 

které ovlivňují funkci mikrotubulů bez změny jejich struktury. Nejznámějšími zástupci této 

skupiny proteinů jsou motorové proteiny – kinesiny. S rezistencí k taxanům jsou spojovány 

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). Výsledky několika studií zaměřených na protein Stathmin, indukujícího destabilizaci 

mikrotubulů, ho spojují s rezistencí k taxanům, zejména jeho zvýšenou expresi  

(Sun et al. 2015; McGrogan et al. 2008; Su et al. 2009; Balachandran et al. 2003; Alli et al. 

2007). Snížení exprese proteinů MAD2 a BubR1, které jsou součástí tzv. SAC komplexu  

(z angl. Spindle Assembly Checkpoint), podílejícího se na separaci chromosomů během 

mitózy je taktéž spojována s rezistencí 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 vázající se do stejného místa jako PTX je také spojován s rezistencí a jeho 

umělé snížení exprese zvýšilo citlivost k PTX  v in vitro modelu karcinomu ovarií – buněčné 

linii SKOV-3. (Smoter et al. 2011; 2013; Gurler et al. 2015). 

 Narušení normálního průběhu apoptózy má svoji úlohu v rozvoji rezistence. 

Nejčastěji je pozorována zvýšená exprese anti-apoptotických proteinů Bcl-2 a Bcl-XL 

(Stover et al. 2019; Huang et al. 1997), snížená exprese pro-apoptotických proteinů jako Bax 

(Strobel et al. 1996) a taktéž exprese transkripčního faktoru NF-κB regulujícího jejich 

expresi (Mabuchi et al. 2004). Genetická variabilita v genu pro Bcl-2 má pravděpodobně 

vliv na odpověď na paklitaxel (Ben-Hamo et al. 2019). Taktéž protein Mcl-1, který je 

součástí Bcl-2 rodiny proteinů a podílí se na ochraně vnější mitochondriální membrány, 

pravděpodobně přispívá k rozvoji rezistence (Habata et al. 2016; Wertz et al. 2011; 

Morciano et al. 2016). 

 Z hlediska genetické variability souvisí s rozvojem rezistence přítomnost mutací 

v jednom z nejdůležitějších tumor supresorových proteinů – protein p53, který je spojován 

s karcinogenezí obecně (Cao et al. 2020; Mantovani et al. 2019). Studie genové editace 

vedoucí k obnově řádné funkce p53 v rezistentních nádorových buňkách obnovovaly 

apoptózu (Cao et al. 2020; Giannakakou et al. 2000; Chan a Lung 2004). S rezistencí jsou 

spojovány nejenom mutace, ale i zvýšená exprese p53 (Schmidt et al. 2003). Mechanismu 

role p53 v rezistenci k PTX byl již nastíněn v několika studiích. PTX indukuje expresi 

proteinu p38, který fosforyluje protein p53 a degraduje komplex s MDM2, čímž dochází 
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k stabilizaci p53. Stabilizovaný p53 aktivuje EGFR, který je schopen zastavit apoptózu 

indukovanou PTX (Gan et al. 2011; Lu et al. 2007; 2008). 

 Vliv nádorového mikroprostředí a zejména jeho složení neodmyslitelně reguluje 

reakci nádorové buňky na léčivo (Wu et al. 2021; Junttila a de Sauvage 2013). Byla 

pozorována asociace CAFs (z angl. Cancer Associated Fibroblasts) a TAMs (z angl. Tumor 

Associated Macrophages) s rezistencí k PTX v případě nádorových buněčných linií 

karcinomu ovarií a kolorekta (Wang et al. 2018b; Zhang et al. 2017; Olson et al. 2017;  

Li et al. 2017). 

 V neposlední řadě svoji nezastupitelnou roli v rozvoji rezistence mají epigenetické 

modifikace regulující expresi řady cílových genů. Rezistence k PTX je nejčastěji spojována 

s histon metyltransferázou EZH2 (z angl. Enhancer of Zeste Homolog 2) (Czermin et al. 

2002; Yamaguchi a Hung 2014), která často umlčuje protein p16, které je nedílnou součástí 

regulačního bodu buněčného cyklu (Liu et al. 2019). 

 Neopomenutelnou regulační entitou jsou nekódující RNA, nejvíce prostudované jsou 

v tomto ohledu mikroRNA (miRNA). Jejich abnormální exprese vede ke změně exprese 

cílových genů, které už mají samostatný funkční dopad na rozvoj rezistence. Umělé snížení 

exprese několika miRNA mělo za účinek zvýšení citlivosti buněk k PTX, např. miR-1307 

(Chen et al. 2017), miR-630 (Eoh et al. 2018). Oproti tomu zvýšení exprese miR-136  

a snížení exprese miR-591 zvýšilo senzitivitu nádorových buněk karcinomu ovarií k PTX 

(Jeong et al. 2017; Huh et al. 2013). Kupříkladu zvýšení exprese miR-146a snižuje expresi 

SOD2, což vede ke zvýšené akumulaci ROS a zvýšení apoptózy, a tím vlastně citlivosti 

k PTX (Cui et al. 2016). Snížená exprese miR-200c a miR-194-5p vede také pravděpodobně 

k rozvoji rezistence (Nakamura et al. 2019; Cittelly et al. 2012; Brozovic et al. 2015).  

Ve studii Kenworthy et al. predikovali regulaci expresi ABCB1 pomocí miRNA-149 

(Kenworthy et al. 2018). Dalšími miRNA s predikovanou rolí v rozvoji rezistence 

k taxanům jsou miR-31, miR-130a, miR-451, miR-363 a mnoho dalších  

(Mitamura et al. 2013; Fujita et al. 2015; Mohamed et al. 2018; Huang et al. 2016). Velký 

souhrnný přehledový článek z roku 2020, který prošel 497 publikací zabývajících se celkem 

350 miRNAs v souvislosti s rezistencí k PTX popsal profil spojovaný s rezistencí k PTX je 

spojován se zvýšenou expresí miR-106a, miR-182, miR1307, miR-21, miR-27a, miR-30a, 

miR-490-3p a sníženou expresí miR-141, miR-145, miR-148a, miR-490-3p. Senzitivita 

k PTX byla charakterizována zvýšenou expresí miR-29b, let-7i, miR-199a, miR-200a,  

miR-200c a miR-215 (Ferreira et al. 2020). 
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 Role dalších typů nekódujících RNA, tzv. dlouhých nekódujících RNA (lncRNA, 

z angl. long non-coding RNA), je detailněji studována až v posledních letech. Kupříkladu 

snížením exprese lncRNA UCA1 dochází ke snížení exprese miR-129 a následnému zvýšení 

exprese ABCB1, která vede ke zvýšené rezistenci buněk k PTX (Wang et al. 2018a). Exprese 

ABCB1 je také pravděpodobně regulována lncRNA BC032585 (Zeng et al. 2019). Oproti 

tomu snížení exprese lncRNA FER1L4 zvyšuje rezistenci buněk k PTX (Liu et al. 2018b). 

Regulace exprese ABC transportéru ABCC1, který je také spojován s rezistencí, byla 

pozorována pro lncRNA LINC01118, která jej reguluje skrz miR-134 (Shi a Wang 2018). 

Jedna z nejvíce studovaných lncRNA – MALAT1, je také spojována s rezistencí k PTX  

a adriamycinu u karcinomu prsu (Yu et al. 2020). Dalšími kandidátními lncRNA s rolí 

v rezistenci k taxanům jsou – XIST, HORAS5, SDHAP1, či NEAT1 (Huang et al. 2020b; 

Pucci et al. 2020; Zhao et al. 2020; An et al. 2017). 

1.4 Překonání mnohočetné lékové rezistence 

 Vznik a rozvoj MDR je velmi závažnou překážkou v úspěšné terapii nádorových 

onemocnění. Proto jsou hledány možnosti, jak tento fenomén překonat. Jednou z možností 

překonání mnohočetné lékové rezistence je syntéza nových léčiv či modifikace měnící 

strukturu již stávajících léčiv s cílem zvýšit jejich účinnost v porovnání s původním léčivem.  

 Taxany, jako jedny z nejčastěji a nejdlouhodoběji používaných léčiv, jsou častým 

cílem zájmu vědců věnujících se jejich strukturním modifikacím zvyšujícím jejich účinnost 

a eliminaci nežádoucích účinků. A právě derivátům konvenčních taxanů byla věnována 

pozornost v předkládané práci. 

 Nejznámější konvenční taxany PTX a DTX jsou označovány jako první generace. 

Do druhé generace je řazen dnes klinicky využívaný cabazitaxel a nab-paklitaxel. Do nové 

generace taxanů, které jsou už testovány v rámci klinických studií, jsou pak zařazeny  

např. liposomální formy PTX (LEP-ETU, EndoTAG®-1, Lipusu®) (Koudelka a Turánek 

2012). Liposomální formy PTX vykazují méně vedlejších efektů než PTX, ale srovnatelný 

protinádorový účinek (Huang et al. 2018; Liu et al. 2018a). Slibné výsledky byly v počátku 

pozorovány pro tesetaxel u karcinomu prsu a žaludku, ale vývoj a testování byl roku 2021 

přerušen (Tanaka et al. 2012; https://ascopost.com/). V klinických studiích je testován  

i larotaxel a jeho liposomální 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) 

 Potenciálně účinnou skupinou látek pro využití v léčbě rezistentních forem nádorů 

představují nové deriváty klasických taxanů nazývané Stony Brook Taxany (SB-T) dle místa 

svého vzniku v laboratořích prof. Iwao Ojimy (New York University at Stony Brook, NY, 

USA). Jsou syntetizovány s cílem překonat mnohočetnou lékovou rezistenci způsobenou 

nejenom P-glykoproteinem, ale také zvýšenou expresí 3 tubulinu či změnou vazebného 

místa na mikrotubulech (Ojima et al. 2008; Matesanz et al. 2014). 

 Na základě rozsáhlých strukturně-aktivních studiích (tzv. SAR studie, z angl. 

structure-activity relationship) se jako nejslibnější pro další studium zdají být deriváty 

paklitaxelu nesoucí různé syntetické modifikace v polohách C-2, C-10, C-3´ a C3´N 

paklitaxelu a jsou označovány jako SB-T taxany druhé generace (Ferlini et al. 2003; Geney 

et al. 2005; Ojima a Das 2009). SAR studie také ukázaly, že: i) phenylová skupina na C3 

není esenciální pro aktivitu PTX, ii) změna skupiny na C10 a C3 dokáže zvýšit aktivitu nové 

molekuly až dvakrát oproti PTX. Řada těchto derivátů druhé generace byla testována  

z hlediska mechanismu působení a prokázala svoji účinnost u různých typů rezistentních 

nádorových buněk např. deriváty SB-T-1213, SB-T-1214 a SB-T-1216 (Ojima et al. 1996; 

2008; Matesanz et al. 2014). Přehled výsledků studií zaměřených na účinnost SB-T druhé 

generace a dalších potenciálních taxanových derivátů byl publikován proj. Ojimou v roce 

2016 (Ojima et al. 2016). Např. efektivita SB-T-1214 by mohla spočívat v indukci předem 

chybějící exprese proteinů p21 a p53 či snížením exprese P-glykoproteinu a CYP3A1, jak 

poukazují studie (Botchkina et al. 2010; Otová et al. 2012).  

Na studiích účinnosti SB-T taxanů se podílí i laboratoře Odd. Toxikogenomiky SZÚ 

a 3. LF UK v Praze v rámci unikátní spolupráce s americkým pracovištěm prof. Ojimy. 

V rámci těchto studií byla prokázána účinnost taxanových derivátů řady 1214 a 1216  

v rezistentních nádorových buňkách a popsány principy indukce apoptózy, které tyto taxany 

vyvolávají (Ehrlichova et al. 2005; Ehrlichová et al. 2005; Gut et al. 2006; Kovár et al. 2009; 

Vobořilová et al. 2011; Ehrlichová et al. 2012; Němcová-Fürstová et al. 2016; Jelínek et al. 

2018). Mechanismus účinků SB-T taxanových derivátů je lehce odlišný od PTX – formují 

kratší mikrotubuly, na rozdíl od PTX, který indukuje tvorbu dlouhých a rovných 

mikrotubulů (Ojima et al. 2008; Matesanz et al. 2014). Další typ SB-T taxanů druhé generace 

tzv. fluorinované SB-Ts (SB-T-12851, SB-T-12852, SB-T-12853, SB-T-12854) také 

prokázaly větší efektivitu než PTX v rezistentních linií in vitro. Jejich vyšší aktivita 

pravděpodobně spočívá v aktivaci kaspáz 3/2/9 a zastavení buněčného cyklu v G2/M bloku 
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(Vobořilová et al. 2011). SB-T deriváty druhé generace byly testovány rovněž v in vivo 

modelech (Geney et al. 2005; Otová et al. 2012; Mohelnikova-Duchonova et al. 2017), kde 

prokázaly svůj účinek na lymfomy či karcinom pankreatu. Konkrétně efektivita SB-T-1216 

na in vivo modelu karcinomu pankreatu odvozeného od linie Paca-44, účinek tohoto SB-T 

pravděpodobně spočíval ve snížení exprese členů dvou signalizačních drah – Hedgehog  

a KRAS, které mají důležitou roli v rozvoji rezistence (Mohelnikova-Duchonova et al. 2017; 

Oliverius et al. 2019; Liang et al. 2021). SB-T-1214 zas prokázal svoji efektivitu i v in vivo 

modelech karcinomu pankreatu a střeva, odvozených od rezistentních linií CFPAC-1, 

respektive DLD-1 (Ojima et al. 2008). Studie in vivo odhalily kromě vysoké účinnosti  

SB-T taxanů druhé generace i jejich poměrně vysokou systémovou toxicitu. Na základě 

těchto zjištění vznikla potřeba vyvíjet další látky, např. konjugáty taxanů druhé generace 

s folátem či biotinem pro větší cílení či zavést další substituce ve struktuře taxanů snižující 

projevy toxicity a umožňující podávání látek v co nejnižších koncentracích  

(Ojima et al. 2014) či látky s dalšími substituenty. I proto byly v roce 2016 syntetizovány 

zcela nové deriváty taxanů tzv. třetí generace s následujícími modifikacemi C2 pozice 

taxanů druhé generace (3-OCF3 a 3-OCF2H či 3-CH3).  Tyto látky jsou mnohem účinnější 

v buněčných liniích reprezentujících modely mnohočetné lékové rezistence (NCI/ADR, 

LCC6-MDR a LDL-1) než taxany druhé, natož první generace, což umožňuje jejich využití 

v opravdu nízkých koncentracích (Wang et al. 2020). Efekt SB-T třetí generace,  

SB-T-121205, byl sledován v MCF7/PTX-RES linii. SB-T-121205 vedl ke snížení aktivity 

PI3K/Akt signální dráhy a inhibici migračních a invazivních schopností nádorových buněk 

(Zheng et al. 2017). In vitro účinnost těchto derivátů je součástí aktuálních studií a in vivo 

experimenty dosud nebyly s těmito látkami prováděny, a proto byly zařazeny do předkládané 

disertační práce. 

Přehled strukturních modifikací PTX a nově syntetizovaných taxanů, které byly 

předmětem studia v předkládané disertační práci je zobrazen na Obrázku 9. Potenciál  

SB-T taxanů pro zefektivnění léčby rezistentních a vysoce agresivních forem nádorů je 

obrovský, a proto je studium jejich účinnosti in vitro a následně i in vivo velmi aktuální  

a důležitý jako základní předpoklad pro jejich zahrnutí do dalších fází klinického výzkumu.  
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Obrázek 9. Přehled nových SB-T derivátů paklitaxelu zařazených do studií v rámci této disertační 

práce. 
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2 Hypotéza a cíle práce 

Léčba solidních nádorů s obecně špatnou prognózou jako je karcinom ovaria, je 

komplikována celou řadou faktorů včetně vzniku a rozvoje mnohočetné lékové rezistence. 

Hypotéza této práce je založena na tom, že molekulární profily pacientek s karcinomem 

ovarií se díky heterogenitě nádorové masy u pacientek s různými typy či stadiem nádoru  

a s rozdílnou citlivostí na podávanou chemoterapii významně odlišují. Na základě těchto 

molekulárních profilů pak lze identifikovat jak prognosticky, tak prediktivně důležité 

biomarkery. Další hypotézou vázanou na výskyt MDR u pacientek s karcinomem ovarií je 

fakt, že strukturní deriváty konvenčně využívaných chemoterapeutik např. taxanů mohou 

být významně účinnější právě u rezistentních forem nádorových buněk karcinomu ovarií. 

Nalezení takových účinných chemoterapeutik by mohlo mít zásadní vliv na léčbu 

rezistentních nádorů.  

Hlavním cílem předkládané práce byla analýza komplexního molekulárního profilu 

nádorové tkáně karcinomu ovarií u pacientek s rozdílnou odpovědí na adjuvantní 

chemoterapii ve snaze odhalit molekulární determinanty ve vzniku a rozvoji lékové 

rezistence, zejména ke konvenčně podávanému taxanu – paklitaxelu a platinovým derivátům 

– cisplatině, či karboplatině. Konkrétně byla věnována pozornost zejména alteracím 

v expresi membránových transportérů a DNA reparačního systému. Nalezené významné 

molekulární determinanty by mohly být potenciálně využity jednak jako prognostické  

a prediktivní biomarkery v klinické praxi, tak případné buněčné terapeutické cíle. 

Ke splnění uvedeného cíle byly provedeny tyto analýzy; 

1) Stanovení profilu genové exprese membránových ABC transportérů pomocí PCR 

v reálném čase v nádorové tkáni pacientek s karcinomem ovaria a pomocí 

bioinformatické analýzy stanovení rozdílů genové exprese pro pacientky s dobrou  

a špatnou odpovědí na chemoterapii. 

2) Zavedení metodiky RNA sekvenování nové generace a na jejím základě stanovení 

komplexní profilu genů DNA reparačních drah v nádorové tkáni pacientek 

s karcinomem ovaria. 

3) Zavedení bioinformatického hodnocení RNA sekvenování a provedení analýzy 

vztahů genového expresního profilu s klinickými daty, léčebnou odpovědí  

a přežíváním pacientek s karcinomem ovaria. 
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4) Zavedení studia celogenomového DNA metylačního profilu pomocí metylačních 

mikročipů. 

5) Zavedení bioinformatického hodnocení metylačních mikročipů a korelačních 

analýz s expresním profilem a klinickými daty. 

Druhým cílem této práce bylo sledování účinnosti molekulárního mechanismu 

nových derivátů taxanů – tzv. Stony Brook taxanů (SB-Ts) v in vitro a in vivo modelech 

rezistentního karcinomu ovaria a porovnání jejich působení s konvenčním taxanem 

paklitaxelem. 

Splnění tohoto cíle zahrnovalo provedení následujících experimentů a analýz; 

1) Analýza účinnosti a toxicity klasických a nových derivátů taxanů (SB-Ts)  

v in vitro modelech sensitivních a rezistentních buněk ovariálního karcinomu. 

2) Zavedené in vivo CDX modelu myších xenograftů pro studování účinnosti  

a systémové toxicity taxanových derivátů. 

3) Sledování účinnosti a toxicity taxanů v in vivo modelech karcinomu ovaria 

odvozených z rezistentních nádorových buněk karcinomu ovaria. 
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3 Materiál a metody 

 V této kapitole jsou ve zkratce shrnuty vzorky a experimentální modely využité 

v předkládané disertační práci s následným souhrnem jednotlivých použitých metod v rámci 

této práce. Podrobné postupy použitých metod a veškerých reagencií včetně podrobného 

hodnocení získaných dat, jsou uvedeny v jednotlivých publikacích, které jsou přílohami 

předkládané disertační práce. 

3.1 Vzorky tkání pacientek s karcinomem ovarií 

Ve studiích byly použity vzorky nádorové tkáně a periferní krve pacientek  

s karcinomem ovarií. Sběr vzorků zařazených do studie probíhal ve spolupráci 

s Gynekologicko-porodnickou klinikou Fakultní nemocnice Královské Vinohrady (FNKV), 

Gynekologicko-porodnickou klinikou Fakultní nemocnice v Plzni (FNP) a Gynekologicko-

porodnickou klinikou Fakultní nemocnice v Motole (FNM) zejména v letech 2009–2018. 

Vzorky tkání byly histopatologicky vyšetřeny pro stanovení přesné diagnózy  

a následně zamraženy a uskladněny při -80 °C. Periferní krev byla zpracována a získané 

separáty (sérum, plazma a erytrocyty) byly následně taktéž uskladněny při -80 °C. 

Všechny pacientky byly předem informovány o charakteru studií a podepsaly 

informovaný souhlas o zařazení do probíhajících studií. Studie byly schváleny etickými 

komisemi institucí podílejících se na studiích (SZÚ (schválení č. EK-VP/25/0/2018), FNKV, 

FNP a FNM) a byly provedeny v souladu s Helsinskou deklarací.  

Pro externí validaci výsledků expresních profilů byly využity data pro pacientky 

s karcinomem ovarií (TCGA-OV) z TCGA databáze získané pomocí RNA sekvenování 

(Bell et al. 2011). 

3.2 Buněčné linie karcinomu ovarií 

Pro in vitro experimenty byly použity celkem dvě buněčné linie karcinomu ovarií: 

NCI/ADR-RES (National Cancer Institute, Frederick, MD, USA), SKOV-3 a OVCAR-3 

(Cell Lines Service GmbH, Eppelheim, Německo). Buněčná linie NCI/ADR-RES 

s přirozeně vysokou rezistecní vůči paklitaxelu je odvozena od high-grade serózního 

karcinomu ovarií a používána jako model pro studium mnohočetné lékové rezistence  

in vitro. Buněčná linie SKOV-3 je odvozena z ascitu pacientky s epiteliálním karcinomem 

ovarií. Buněčná linie OVCAR-3 reprezentuje taktéž high-grade serózní karcinom ovaria. 

Všechny linie byly kultivovány na RPMI 1640 médiu s přídavkem L-glutaminu (300 mg/l), 

NaHCO3 (2.0 g/l), penicilinu (100 U/ml), streptomycinu (100 μg/ml), sodium pyruvátu  
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(1 mM), HEPES 15 mM), a fetálního bovinního séra o finální koncentraci 10 % (PAN-

Biotech, Aidenbach, Německo). 

Linie byly kultivovány při 37 °C a s 5% CO2 v inkubátoru. Buněčné linie byly 

pravidelně kontrolovány na případnou přítomnost mykoplasmy pomocí MycoAlert 

mycoplasma detection kitu (Lonza, Basilej, Švýcarsko). 

Pro účely experimentů byly též připraveny rezistentní klony SKOV-3/RES  

a OVCAR-3/RES k paklitaxelu dlouhodobou kultivací buněk s 500 nM paklitaxelu, 

respektive 300 nM v případě OVCAR-3/RES (ve skupině prof. RNDr. Jana Kováře, DrSc. 

ze 3. lékařské fakulty UK). 

3.3 Xenografty 

 Pro in vivo experimenty zaměřené na testování SB-T derivátů taxanů a paklitaxelu 

byl zaveden in vivo model – xenograft s použitím buněčné linie karcinomu ovarií – 

NCI/ADR-RES. Pro zavedení modelu byly použity imunodeficientní myši kmene Athymic 

Nude Crl:NU(NCr)-Foxn1nu (Charles River Laboratories, Freiburg, Německo). Bezsrstnaté 

myši tohoto kmene jsou bez brzlíku, nejsou tedy schopné produkovat T-buňky. Myším ve 

stáří ~ 6-8 týdnů byla aplikována suspenze buněk NCI/ADR-RES o objemu 200 µl  

o celkovém množství buněk 2 × 106 subkutánně v oblasti hřbetu. Následné experimenty byly 

zahájeny při dosažení velikosti nádoru ~ 100 mm3. In vivo experimentální část byla na  

Odd. Toxikogenomiky SZÚ v Praze v rámci této disertační práce zavedena a provedeny 

pilotní experimenty.  

3.4 Taxany 

 V rámci in vitro a in vivo experimentů byly analyzovány nové SB-Ts, druhé generace 

(SB-T-1214 a SB-T-1216) a třetí generace (SB-T-121402, SB-T-121605 a SB-T-121606), 

které byly syntetizovány v laboratoři prof. Ojimi (popsáno v kapitole 1.4.1).  PTX pro  

in vitro experimenty byl pořízen u firmy Sigma Aldrich (St. Louis, MA, USA).  PTX  

a SB-Ts byly rozpuštěny v DMSO pro zásobní i pracovní roztoky. Pro in vivo experimenty 

byla použita infuzní forma PTX – Paclitaxel EBEWE 6 mg/ml (Ebewe Pharma, Unterach 

am Attersee, Rakousko). 

3.5 Základní zpracování vzorků  

 Základní zpracování tkáně od pacientek s karcinomem ovarií či tkáně z myších 

xenograftů zahrnovalo homogenizaci tkáně pomocí misky a tloučku pod tekutým dusíkem. 

Následně byly zpracovány pomocí AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kitu (Qiagen, 
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Hildesheim, Německo) dle instrukcí výrobce. Tento postup byl použit i u vzorků z in vitro 

experimentů s dostatečným množstvím vstupního materiálu. V případě malého množství 

vstupního materiálu byla celková RNA izolována pomocí modifikované fenol-

chloroformové metody s využitím TRIzol® Reagent (InvitrogenTM, Waltham, MA, USA) 

v souladu s instrukcemi výrobce. Izolovaná RNA byla skladována při -80 °C, DNA a protein 

při -20 °C. Izolace DNA z periferní krve byla provedena fenol-chloroformovou metodou 

podle Topić a Gluhak (Topić a Gluhak 1991) panem Stanislav Horským (SZÚ). DNA 

izolavaná oběma metodami byla skladována při -20 °C. 

 Koncentrace izolované RNA byla stanovena pomocí Quant-iT RiboGreen RNA 

Reagent and Kit a v případě DNA byl využit Quant-iT PicoGreen dsDNA Reagent and Kit 

(oba InvitrogenTM). Koncentrace proteinu byla stanovena kitem Pierce BCA Protein Assay 

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

3.6 In vitro experimenty 

 3.6.1 Analýza cytotoxicity – růst a přežívání buněk 

 Nádorové buňky pro experimenty zaměřené na sledování jejich růstu a přežívání byly 

nasazeny v množství 5 × 103 buněk na jamku v 96-jamkové destičce v kultivačním médiu. 

Po 18 hodinách bylo kultivační médium nahrazeno čerstvým médiem (kontrolní vzorek), 

PTX (10 – 10 000 nM), SB-Ts druhé generace (1 – 10 000 nM) a SB-Ts třetí generace  

(0,3 – 3 000 nM). Buňky byly takto inkubovány po dobu 72 hodin. Viabilita buněk byla 

následně stanovena pomocí kitu CellTiter-Blue® viability assay (Promega, Madison, WI, 

USA) dle instrukcí výrobce. Výsledná hodnota IC50 (50% inhibiční koncentrace) byla 

vypočítána ve statistickém softwaru GraphPad Prism. Experimenty byly třikrát nezávisle 

zopakovány. Tyto experimenty provedly kolegyně Ing. Marie Ehrlichová, Mgr. Kamila 

Koucká a Mgr. Alžběta Spálenková z Odd. Toxikogenomiky SZÚ. 

 Sekundární metodou analýzy viability buněk bylo sledování buněk v reálném čase 

pod mikroskopem Etaluma LS720 (Etaluma, Carlsbad, CA, USA). Buňky pro tento 

experiment byly nasazeny v množství 4 × 103 na jednu jamku v 96-jamkové destičce a po 

usazení buněk na povrch destiček byly následující den přidány taxany. Každé tři hodiny byla 

každá jamka vyfotografována z 96-hodinového experimentu. Detekce mrtvých buněk byla 

provedena s pomocí fluorescenční barvy SYTOX Green (ThermoFisher Scientific, 

Waltham, MA, USA). Následné vyhodnocení proliferace buněk a jejich smrti bylo 

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



51 
 

ve spolupráci s Mgr. Jaroslavem Truksou, Ph.D. a Cristianem Sandovalem- Acuñou, Ph.D. 

z výzkumného centra Biocev. 

 3.6.2 Analýza buněčného cyklu 

 Pro analýzu buněčného cyklu byly buňky nasazeny o koncentraci 5 × 105 buněk na 

jamku v 6-jamkové destičce. Po 18 hodinách bylo kultivační médium nahrazeno čerstvým 

kultivačním médiem či taxany – PTX (300 – 6000 nM), SB-Ts (20 – 300 nM). Po  

24-hodinové inkubaci byly buňky sklizeny, opláchnuty PBS (2×) a fixovány v ledovém  

70% etanolu přes noc v 4 °C. Následující den byly buňky opláchnuty PBS (2×) a barveny 

propidium jodidem (50 μg/ml propidium jodidud a 10 μg/ml RNasy) v ultra čisté vodě po 

dobu 10 minut. Poté byla fluorescence změřena na průtokovém cytometru BD FACSVerse 

(Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) a vyhodnocena pomocí BD FACSuite 

software (Becton Dickinson). Experimenty byly provedeny ve dvou nezávislých 

opakováních. Analýzu buněčného cyklu provedly kolegyně Ing. Marie Ehrlichová,  

Mgr. Kamila Koucká a Mgr. Alžběta Spálenková. 

 3.6.3 Intracelulární obsah taxanů 

 Stanovení intracelulárního obsahu taxanů bylo provedeno pomocí vysokoúčinné 

kapalinové chromatografie (HPLC). Buňky pro tento experiment byly nasazeny v množství 

5 × 105 buněk na jamku v 24-jamkové destičce buď se samotným kultivačním médiem  

či s médiem obsahujícím PTX nebo SB-Ts. Po 120-minutové inkubaci byly buňky  

3× opláchnuty studeným PBS a sklizeny následnou trypsinací. Lýze buněk byla provedena 

přidáním SDS o finální koncentraci 2 %. Taxany byly extrahovány přidáním 2 × 3.5 ml ethyl 

acetátu, promícháním a centrifugací. Následně byl čistý eluát ethyl acetátu byl vysušen pod 

proudem dusíku. Poté byly vzorky analyzovány na přístroji HPLC HP1100 (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA). Detailní popis metody je popsán v publikacích 

(Václavíková et al. 2003; Ehrlichova et al. 2005). Stanovení intracelulárního obsahu taxanů 

provedla RNDr. Radka Václavíková Ph.D. 

3.7 In vivo experimenty 

V těchto experimentech byly testovány různé léčebné kombinace, které jsou 

sumarizovány v Tabulce 2. Během experimentů byl sledován růst nádorů a jeho velikost 

byla v pravidelných intervalech měřena s využitím posuvného měřítka. Experimentální 

jedinci byli usmrceni po 6-ti aplikacích, nebo při výrazném zhoršení fyzickém stavu. Po 

ukončení experimentů byla provedena autopsie jednotlivých myší, byla jim odebrána krev, 



52 
 

nádor, játra, ledviny a střeva. Tkáně byly uchovány v RNA lateru® (Sigma-Aldrich,  

St. Louis, MO, USA), pro stabilizaci nukleových kyselin při -80 °C. 

Tabulka 2. Přehled jednotlivých léčebných kombinací použitých v in vivo experimentech. 

Režim/Skupina Podávána léčba 

I 4% DMSO  

II 10 mg/kg PTX 

III 9 mg/kg /PTX + 1 mg/kg SB-T-121605 

IV 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 zahrnující xenografty byla schválena Ministerstvem zemědělství (rozhodnutí 

č. 9806/2018MZE-17214), etickou komisí SZÚ a Ministerstvem zdravotnictví (rozhodnutí 

č. MZDR 20330/2018-4/OVZ, schváleno 18. 05. 2018), a byla provedena v souladu 

s doporučeními pro experimenty se zvířaty. 

3.8 Analýza molekulární profilu 

3.8.1 Syntéza a kontrola cDNA 

 Komplementární cDNA (cDNA) byla připravena z 0,5 µg celkové RNA pomocí 

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (MBI Fermentas, Vilnius, Litva) dle instrukcí 

výrobce. 

 Případná kontaminace cDNA byly odhalena pomocí amplifikace fragmentu 

kontrolního genu – Ubikvitin C (UBC) metodou PCR (Soucek et al. 2005). Kvalita cDNA 

byla dále zkontrolována pomocí RT-PCR kontrolního genu – Peptidyl-prolyl izomeráza A 

(PPIA). 

3.8.2 RNA sekvenování 

 Metoda RNA sekvenování byla v rámci této práce na Odd. Toxikogenomiky SZÚ 

zavedena a optimalizována. Vzorky celkové RNA pro přípravu knihoven pro RNA 

sekvenování byly nejdříve zkontrolovány další metodou – stanovením tzv. RNA integrity 

number (RIN). Kvalita RNA byla stanovena pomocí kitu RNA 6000 Nano na přístroji 2100 

Bioanalyzer (oba Agilent Technologies). Pro přípravu knihoven byly vybrány pouze vzorky 

s RIN > 5 (ø RIN 8,4, rozmezí 5,4-10). Knihovny byly připraveny z 500 ng celkové RNA 

s využitím QuantSeq 3´mRNA-Seq Library Prep kitu (Lexogen GmbH, Vídeň, Rakousko).  

Kvalita a kvantita připravených knihoven byla zkontrolována pomocí High Sensitivity DNA 
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kitu na přístroji 2100 Bioanalyzer, respektive pomocí High Sensitivity dsDNA kitu  

na přístroji Quibit 4.0 (InvitrogenTM). Finální ekvimolární směs všech připravených 

knihoven byla sekvenována na přístroji NextSeq 500 System s využitím NextSeq 500/550 

High Output kitu v2.5 (75 cyklů) (oba Illumina, San Diego, CA, USA) ve spolupráci 

s Institutem molekulární genetiky AV ČR. 

3.8.3 Analýza metylačního profilu DNA 

 Metoda studia metylačního profilu byla v rámci této práce na Odd. Toxikogenomiky 

SZÚ zavedena a optimalizována. Analýza celogenomového metylačního profilu DNA 

nádorové tkáně byla provedena pomocí mikročipové technologie – Infinium 

MethylationEPIC BeadChip microarray (Illumina). Prvotní krok zahrnoval bisulfitovou 

konverzi 500 ng DNA pomocí EZ DNA MethylationTM kitu (Zymo Research, Irvine, CA, 

USA). Mikročipy byly analyzovány pomocí přístroje iSCAN (Illumina) ve spolupráci 

s Genomics Core Facility (University of Oslo, Oslo, Norsko). 

3.8.4 Celoexomové sekvenování 

 Knihovny pro celoexomové sekvenování (WES, z angl. whole-exome sequencing) 

byly připraveny ze vzorků DNA (100 ng) z nádorové tkáně a periferní krve s využitím 

SureSelect XT Low Input for Illumina kitu, Human All Exon V7 probe setu a Enzymatic 

Fragmentation kitu (Agilent Technologies) podle manuálu výrobce. Koncentrace 

připravených DNA knihoven byla před i po hybridizací stanovena pomocí KAPA Library 

Quantification kitu (Roche, Basilej, Švýcarsko). Finální DNA knihovny byly smíchány 

v poměru 90 % knihovny z nádorové tkáně a 10 % knihovny připravené z periferní krve. 

Sekvenace byla provedena na přístroji NovaSeq 6000 (Illumina) s využitím NovaSeq 6000 

S4 Reagent kitu (Illumina, verze 1.5) s nastavením 2 x 150 cyklů. Přípravu knihoven provedl 

kolega Mgr. Viktor Hlaváč, Ph.D. z Odd. Toxikogenomiky SZÚ v Praze. 

3.8.5 Real-time PCR 

 Relativní genová exprese byla měřena na přístroji ViiA7 Real-Time PCR System 

(Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) a využitím TaqMan Gene Expression Assays 

(ThemoFisher Scientific). Experimenty byly provedeny v souladu s podmínkami pro 

publikování výsledků z real-time PCR experimentů (tzv. MIQE kritéria) (Bustin et al. 2009). 

Veškeré vzorky byly analyzovány v duplikátech s maximálním rozdílem 0,5 Ct cyklu 

v rámci duplikátu. Každá reakce taktéž obsahovala negativní kontrolu pro odhalení případné 

kontaminace příslušné reakce. Pro jednotlivé TaqMan Gene Expression Assays byla nejprve 
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optimalizována teplota pro nasedání primerů. Obecně reakce probíhala následovně, nejprve 

2 min při 50 °C s následnou denaturací 10 min při 95 °C a 45 cykly: denaturace 15 s při  

95 °C a nasedání primerů/syntéze po dobu 1 min při teplotě 58/60 či 62 °C dle sledovaného 

genu. Reakční směs pro 1 vzorek obsahovala 5× Hot FirePol qPCR Mix Plus (1 µl, Solis 

Biodyne, Tartu, Estonsko), 20× TaqMan Gene Expression Assay (0,25 µl), 8x ředěnou 

cDNA (2 µl) a NFW (1,75 µl). 

3.9 Western blot – analýza proteinové exprese 

 Vzorky proteinu byly separovány v 12% polyakrylamidovém gelu a následně byly 

přeneseny na 0,2µm nitrocelulózovou membránu během 3-hodinové inkubace v Towbin 

pufru (25 mM Tris, 192 mM glycin, 20% methanol, pH 8,3). Následně byly membrány 

blokovány s 5% BSA v TBS pufru (100 mM Tris-HCl, 150 mM NaCl, pH 7,5). Přes noc při 

4 °C byly membrány inkubovány s primárními protilátkami a druhý den byly přidány 

sekundární protilátky s následující 2-hodinovou inkubací při pokojové teplotě. 

Chemiluminiscenční signál byl vyvolán přidáním SuperSignal™ West Pico PLUS 

Chemiluminescent substrátu (ThermoFisher Scientific) a membrány byly vyfoceny pomocí 

CCD kamery GEL Logic 4000 Pro (Carestream Health, Woodbridge, CT, USA). Analýza 

proteinové exprese byla provedena kolegy ze 3. LF UK – Mgr. Petr Daniel, Mgr. Michael 

Jelínek, Ph.D. a RNDr. Kamila Balušíková, Ph.D. a detailněji je popsána v (Seborova et al. 

2022; Jelínek et al. 2018). 

3.10 Zpracování dat a statistické vyhodnocení 

3.10.1 Sledované klinické parametry 

  Mezi hlavní klinické parametry sledované u pacientek s karcinomem ovarií, které 

byly porovnávány s experimentálními výsledky, patřil věk pacientek v době diagnózy, 

histologický typ onemocnění, stádium onemocnění, histologický grade, přítomnost 

peritoneálních/vzdálených metastáz či rezidua po operaci, podání neoadjuvantní  

či adjuvantní chemoterapii a jejich režim. U všech pacientek bylo také zhodnoceno celkové 

přežívání (OS, z angl. overall survival), pokud to bylo možné také délka přežití do progrese 

onemocnění (TTP, z angl. time to progression). Pro specifické analýzy molekulárního 

profilu byly pacientky rozděleny na platinum-rezistentní a platinum-senzitivní skupinu na 

základě parametru PFI (z angl. platinum-free interval). Do platinum-rezistentní skupiny byly 

zařazeny pacientky s PFI kratším než 6 měsíců a také pacientky s PFI mezi 6-12 měsíci, 
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pacientky s PFI delším než 12 měsíců byly zařazeny do platinum-senzitivní skupiny (Pujade-

Lauraine a Combe 2016). 

3.10.2 Real-time PCR 

 Relativní genová exprese byla vyhodnocena pomocí programů REST 2009 (Qiagen), 

či manuálně pomocí 2-ΔΔCt metody dle Livak a Schmitgen (Livak a Schmittgen 2001).   

Pro porovnání genové exprese a klinických parametrů byl využit program SPSS v16.0 (SPSS 

Inc., Chicago, IL, USA) či GraphPad v6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Data 

pro tyto statistické analýzy byla předem normalizována ve formátu 2-ΔCT (Özcan et al. 2019). 

Nerovnoměrné rozložení expresních dat vedlo k využití neparametrických testů –  

Mann-Whitney, Kruskal-Wallis, Spearmannův, log-rank test. Pouze v případě expresních 

dat z in vitro a in vivo experimentů byl použit nepárový t-test. Přesné použití statistických 

testů je vždy specifikováno v daných publikacích. 

3.10.3 Hodnocení RNA sekvenování 

 Nejprve byla data z RNA sekvenování podrobena kontrole kvality – fastp program 

(Chen et al. 2018). Pro anotaci sekvenačních dat byla využita databáze GENCODE v35 

(GRCh38.p13). Kvantifikace byla provedena pomocí nástroje kallisto (citace) a analýza 

diferenciální exprese byla provedena nástrojem EdgeR (McCarthy et al. 2012). Pro 

porovnání s klinickými parametry byla použita expresní data v normalizovaném formátu – 

tpm (počet transkriptů na milión čtení). 

3.10.4 Hodnocení metylačních mikročipů 

 Primární analýza dat z metylačních mikročipů zahrnovala kontrolu kvality  

a normalizaci pomocí tzv. SWAN metody v nástroji minfi (Fortin et al. 2016; Maksimovic 

et al. 2012) a detailněji je popsána v následujících publikacích (Fleischer et al. 2014; 

Touleimat a Tost 2012). Před samotnou analýzou byly odstraněny proby se známými 

polymorfismy (SNP), které by mohly zkreslit výsledky (Pidsley et al. 2016). Získaná data 

byla konvertována do tzv. beta hodnot, nabývajících hodnot 0 – 1, značících úroveň metylace 

v daném místě a do M hodnot, které jsou vhodnější pro statistickou analýzu. Beta hodnoty 

jsou následně použity pro vizuální zobrazení výsledků (Du et al. 2010). Pro analýzu 

metylačního profilu daných regionů genů, byly hodnoty spojeny na základě anotace do 

daného regionu. Byly analyzovány následující regiony: TSS200 (oblast mezi počátkem 

transkripce a 200bp po směru transkripce), TSS1500 (oblast mezi počátkem transkripce  

a 1500bp po směru transkripce), 5´UTR, první exon (1st exon), „tělo genu“ (oblast 
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veškerých intronů a exonů), 3´UTR (Obrázek 10). Promotor byl ustanoven jako spojená 

oblast TSS200 a TSS1500 pro veškeré analýzy. Analyzován byl i metylační profil celého 

genu. Analýza diferenciální metylace byla provedena pomocí nástroje limma (Ritchie et al. 

2015). Pro analýzy těchto regionů a celého genu bylo vždy pracováno s mediánem  

M hodnot.  

 

Obrázek 10. Grafické zobrazení rozdělení genu do jednotlivých regionů pro analýzu metylačního 

profilu. 

3.10.5 Hodnocení DNA sekvenování 

 Prvním krokem v analýze dat z DNA sekvenování zahrnovala demultiplexing raw 

dat pomocí bcl2fastq nástroje na jednotlivé vzorky. Kvalita dat byla zkontrolována pomocí 

nástroje FastQC 11.9 (www.bioinformatics.babraham.ac.uk) s následným odstraněním 

adapterů pomocí programu AGenT Trimmer 2.0.3 (Agilent Technologies). Poté bylo 

provedeno „zarovnání“ primárních sekvenačních dat k referenční sekvenci (GRCh38) 

pomocí Burrows-Wheeler aligner, tzv. alignment (Li a Durbin 2009), a de-duplikování 

pomocí Agent Locatit 2.0.5 softwaru (Agilent Technologies). Kontrola kvality BAM 

souborů a manipulace s nimi byla provedena pomocí nástrojů Qualimap 2.2 a Samtools 1.13 

(Okonechnikov et al. 2015; Danecek et al. 2021). Pro manipulaci s VCF soubory byly 

použity nástroje vcftools 1.16 a bcftools (Danecek et al. 2011; 2021). Genome Analysis 

Toolkit (GATK4) byl použit pro identifikaci jednotlivých somatických variant, tzv. somatic 

variant calling (McKenna et al. 2010). Pro porovnání variant mezi párovými vzorky 

nádorové tkáně a periferní krve byl použit nástroj Mutect2 a databáze gnomAD v2 pro anotaci 

zárodečných (germinálních) variant) (Karczewski et al. 2020). Analýza dat probíhala 

v souladu s GATK Best Practice protokolem (DePristo et al. 2011; gatk.broadinstitute.org). 

Anotace jednotlivých variant byla provedena nástroji Funcotator (GATK) a SnpEff 5.0 (Van 

der Auwera a O´Connor, 2020). Hodnocení dat provedl kolega Mgr. Petr Holý. 

3.10.6 Hodnocení in vivo experimentů 

 Hlavním parametrem hodnoceným v rámci in vivo experimentů byl růst nádoru. 

Velikost nádoru byla spočítána dle následujícího vzorce (W2×L)/2, kde L značí délku  
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a W šířku měřeného nádoru. Statistické porovnání mezi sledovanými skupinami bylo 

provedeno pomocí nepárového t-testu v programu GraphPad. 

3.10.7 Hodnocení Western blotů 

 Exprese proteinů byla stanovena pomocí denzitometrie s využitím programu Image 

MasterTM 2D Platinum 6.0 software (GE Healthcare, Uppsala, Švédsko). Exprese cílových 

proteinů byla normalizována k expresi β-aktinu. Porovnání proteinové exprese mezi 

zájmovými skupinami bylo provedeno nepárovým t-testem. 

 Společným jmenovatelem pro veškeré statistické analýzy je nastavení hranice 

signifikance na P < 0,05. Veškeré výsledky byly zkontrolovány tzv. FDR korekcí (false 

discovery rate) či Bonferoniho korekcí (Benjamini a Hochberg 1995). 

4 Výsledky 

4.1 Molekulární profil pacientek s karcinomem ovarií 

4.1.1 Expresní profil ABC transportérů u pacientek s karcinomem ovarií 

 Výsledky této studie byly publikovány a jsou detailně popsány v článku s názvem – 

Association of ABC gene profiles with time to progression and resistance in ovarian cancer 

revealed by bioinformatics analyses (Příloha I). 

 V této studii jsme se soustředili na bioinformatickou analýzu expresního profilu  

33 ABC transportérů: ABCA1, ABCA2, ABCA3, ABCA7, ABCA8, ABCA9, ABCA10, 

ABCA12, ABCA13, ABCB1, ABCB2, ABCB3, ABCB4, ABCB11, ABCC1, ABCC2, 

ABCC3, ABCC4, ABCC5, ABCC6, ABCC9, ABCC10, ABCD1, ABCD2, ABCD3, 

ABCD4, ABCE1, ABCF1, ABCF2, ABCF3, ABCG1, ABCG2 a ABCG8 vybraných na 

základě předchozích studií Odd. Toxikogenomiky jako potenciálních biomarkerů 

ovariálního karcinomu (Elsnerova et al. 2016; 2017). Ve studii bylo zahrnuto 60 vzorků 

nádorové tkáně primárního karcinomu ovarií (N=60) a 29 vzorků tkání peritoneálních 

metastáz od pacientek s karcinomem ovarií (N=29).  

 V rámci studie taktéž byly porovnány dva přístupy k normalizaci genové exprese. 

Prvním typem normalizace byla normalizace exprese k expresi referenčních genů (PPIA, 

UBC a YWHAZ) podle 2-∆∆Ct metody. Pro analýzu byly použity data ve formátu 2-∆Ct. 

Druhým typem normalizace byla normalizace k průměru exprese zájmových genů. Pro 

analýzu byl použit zlogaritmovaný poměr Ct hodnoty cílového genu k průměru. Následovala 

hierarchická klastrová analýza s Euklidovskou vzdáleností a s využitím Wardovy metody. 
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4.1.1.1 Expresní profil ABC transportérů u primárních nádorů ovaria 

 Nejprve bylo provedeno hodnocení genové exprese ve vzorcích primárních nádorů 

z pacientek s karcinomem ovaria. První typ hodnocení expresních dat, tedy hierarchická 

klastrová analýza genové exprese 33 ABC transportérů normalizované k referenčním genům 

u 60 pacientek s karcinomem ovarií rozdělila tyto pacientky do čtyř hlavních klastrů  

(R1-R4). Klastr R1 byl tvořen 14 pacientkami, klastr R2 11 pacientkami, klastr R3  

16 pacientkami a 19 pacientek vytvořilo klastr R4 (Obrázek 11A). Analýza jednotlivých 

klastrů s klinickými parametry jako je věk pacientek, klinické stádium onemocnění, 

histologický grade, subtyp onemocnění, přítomnost vzdálených metastáz a odpovědí  

na chemoterapii neukázala žádný signifikantní vztah. Signifikantní výsledek byl pozorován 

ve vztahu k TTP (P=0,028). Klastr R1 byl asociován s nejkratším TTP a byl charakterizován 

zvýšenou expresí transportérů ABCA1/B2/B3/C3/D1/G1 a sníženou expresí 

ABCA12/B11/G8. Nejdelší TTP bylo pozorováno pro klastr R2, který byl charakterizován 

sníženou expresí řady ABC transportérů ABCA8/A9/A10/B1/B4/B11/C2/C5/C6/D2/D4/F3/ 

G1/G2/G8. 

Druhý typ hodnocení hierarchická klastrová analýza genové exprese 33 ABC 

transportérů normalizované k průměrné expresi daného transportéru u 60 pacientek 

s karcinomem ovarií rozdělil tyto pacientky do čtyř hlavních klastrů (G1-G4)  

(Obrázek 11B). Klastr G1 byl tvořen 17 pacientkami, klastr G2 22 pacientkami, klastr G3  

11 pacientkami a 11 pacientek vytvořilo klastr G4. Statistická analýza neprokázala žádný 

signifikantní vztah s následujícími klinickými parametry – věk pacientek, klinické stádium 

a subtypy onemocnění, přítomnost vzdálených metastáz a TTP. Avšak byl pozorován 

signifikantní vztah s histologickým gradem nádoru (P=0,017) a odpovědí na chemoterapii 

(P=0,044). Z pohledu histologického gradu byl nejhorší klastr G2, kde byly pouze dvě 

pacientky s gradem 1 či 2 z celkových 17 pacientek (1/11, 9 %). Oproti tomu v klastru  

G1 bylo seskupeno celkem 8 pacientek s gradem 1 či 2 z celkových 17 pacientek v tomto 

klastru (8/17, 47 %). Z pohledu odpovědi na podávanou chemoterapii byly pacientky se 

špatnou odpovědí na chemoterapii seskupeny v klastru G3 (4/10, 40 %), který byl 

charakterizován zvýšenou expresí ABCA8/A9/A10/B1/C9/D2/G2 a sníženou expresí 

ABCA12. Oproti tomu klastr G4 s největším podílem pacientek s dobrou odpovědí  

na chemoterapii (9/10, 90 %) byl charakterizován většinou nízkou expresí ABC transportérů, 

kromě ABCA8/A9/A10/B1/B11/C9/D2 jejichž exprese nebyla výrazně změněna 
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Obrázek 11. Hierarchická klastrová analýza vzorků primárních nádorů karcinomu ovarií založená 

na genové expresi 33 ABC transportérů. (A) Vizualizace genové exprese normalizované k expresi 

referenčních genů pomocí heatmapy (klastry R1-R4). (B) Vizualizace genové exprese 

normalizované k průměrné expresi daného transportéru pomocí heatmapy (klastry G1-G4). 

4.1.1.2 Expresní profil ABC transportérů u peritoneálních metastáz karcinomu ovarií 

 Po primárních nádorech, následovala analýza vzorků peritoneálních metastáz. 

Hierarchická klastrová analýza genové exprese 33 ABC transportérů normalizované 

k referenčním genům u 29 vzorků peritoneálních metastáz. Rozdělila tyto pacientky do tří 

hlavních klastrů (SR1-SR3) (Obrázek 12A). Klastr SR1 byl tvořen 11 pacientkami, klastr 

SR2 8 pacientkami, klastr SR3 10 pacientkami. Statistická analýza neukázala žádný 

signifikantní vztah s analyzovanými klinickými parametry. 
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Hierarchická klastrová analýza genové exprese 33 ABC transportérů normalizované 

k průměrné expresi daného transportéru u 29 pacientek rozdělila tyto pacientky do tří 

hlavních klastrů (SG1-SG3) (Obrázek 12B). Klastr SG1 byl tvořen 17 pacientkami, klastr 

SG2 8 pacientkami a klastr SG3 4 pacientkami. Statistická analýza neprokázala signifikantní 

vztah s následujícími klinickými parametry – věk pacientek, klinické stádium, histologický 

grade nádoru, subtypem nádoru. Avšak byl pozorován signifikantní vztah mezi těmito 

klastry s TTP (P=0,027) a odpovědí na chemoterapii (P=0,024). Z pohledu obou parametrů 

se nejlépe jevil klastr SG2, kde byly seskupeny pacientky s nejdelším TTP a většina z nich 

měla i dobrou odpověď na chemoterapii (4/5, 80 %). Oproti tomu pacientky v klastru SG1 

měly nejkratší TTP a poměrově zde bylo nejméně pacientek s dobrou odpovědí na 

chemoterapii (2/11, 18 %). Klastr SG1 byl charakterizován zvýšenou expresí transportérů 

ABCC4/C10/D3/E1/F1/F2/F3 a sníženou expresí ABCA8/A9/A10/B11/C9/D2. Zvýšená 

exprese ABCA8/A9/A10/B11/C9/D2 a snížená exprese ABCC4/C10/D3/E1/F1/F2/F3 byla 

pozorována v klastru SG1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 12. Hierarchická klastrová analýza vzorků peritoneálních metastáz karcinomu ovarií 

založená na genové expresi 33 ABC transportérů. (A) Vizualizace genové exprese normalizované 

k expresi referenčních genů pomocí heatmapy (klastry SR1-SR4). (B) Vizualizace genové exprese 

normalizované k průměrné expresi daného transportéru pomocí heatmapy (klastry SG1-SG4). 
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 4.1.1.3 Validace exprese ABC transportérů v externích kohortách pacientek 

s karcinomem ovarií 

 Validace výsledků v externích kohortách byla provedena pomocí nástrojů Kaplan-

Meier Plotter a PrognoScan, které pracují s daty z veřejně dostupných databází – GEO  

a TCGA databáze. 

 Analýza pomocí nástroje Kaplan-Meier Plotter na setu 614 pacientek s karcinomem 

ovarií ukázala signifikantně lepší PFS (P=0,0025) u pacientek s nízkou expresí 

ABCC4/C10/D3/E1/F1/F2/F3 (Obrázek 13A). Taktéž byla pozorována asociace nízké 

exprese ABCB11 s horším PFS (P=0,029) na výběru 1435 pacientek, jako jsme pozorovali 

v našem výběru pacientek (Obrázek 13B). Analýza soustředění na dobře známé 

transportéry ABCB1 a ABCG2 ukázala benefit jejich vyšší exprese během prvních 60 měsíců 

sledování, po této době se rozdíl mezi skupinami s nízkou a vysokou expresí ABCB1  

a ABCG2 srovnal (Obrázek 13C). Analýza nástroje PrognoScan soustředěná na ABCB1  

a ABCG2 ukázala negativní vliv vysoké exprese ABCB1 na celkové přežívání pacientek (OS) 

ve dvou datasetech – DUKE-OC (P=0,010) a GSE26712 (P=0,034). V datasetu GSE26712 

byla taktéž pozorována asociace vysoké exprese ABCG2 a horším DFS (P=0,007)  

a OS (P=0,002). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 13. Kaplan-Meierovy křivky pro data z veřejně dostupného nástroje Kaplan-Meier Plotter. 

(A) Kaplan-Meierova křivka pro pacientky rozdělené na základě exprese ABCC4, ABCC10, ABCD3, 

ABCE1, ABCF1, ABCF2, and ABCF3. (B) Kaplan-Meierova křivka pro expresi ABCB11. (C) 

Kaplan-Meierova křivka pro expresi ABCB1 a ABCG2.  
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4.1.2 Molekulární profil DNA reparačního systému u pacientek s karcinomem ovaria 

Úloha DNA reparačního systému u karcinomu ovaria je detailně popsána v našem 

přehledovém článku s názvem – DNA repair and Ovarian Carcinogenesis: Impact on Risk, 

Prognosis and Therapy Outcome (Příloha II), soustředěného na známé DNA reparační 

dráhy, jejichž narušení je spojováno se vznikem karcinomu ovarií a rozvojem rezistence. 

Důležitost DNA reparačního systému a jeho důležitosti lze ilustrovat na případu PARP 

inhibitorů a jejich výrazné účinnosti u pacientek s karcinomem ovarií nesoucích mutaci 

v BRCA1/2 genech. V posledních letech se dostávají do popředí taktéž tzv. checkpoint 

inhibitory, které mají za cíl inhibici kináz regulujících kontrolní body buněčného cyklu  

a jsou úzce spjaty s DNA reparačním systémem – např. CHEK, ATR, ATR či WEE 

inhibitory. Pro několik členů DNA reparačních drah byl navržen jejich potenciální vliv na 

rozvoj rezistence zejména k platinovým derivátům – BRCA1, BRCA2, BRIP1, ERCC1, 

ERCC2, MGMT a MSH6. Z přehledového článku vyplynula důležitost studia komplexnosti 

DNA reparačního systému buňky, propojenosti mezi jednotlivými DNA reparačními 

dráhami a také studia členů těchto drah pomocí více přístupů a analyzovat takto tyto členy. 

Předešlé studie prokázaly významnost studia expresního a metylačního profilu, taktéž 

mutací těchto genů. Avšak málo studií je soustředěno na kombinaci více než těchto dvou 

přístupů. 

Na teoretickou část této tématiky bylo v rámci disertační práce navázáno 

experimentální studií analýzy molekulárního profilu 178 DNA reparačních genů pokrývajíc 

veškeré DNA reparační dráhy u pacientek s karcinomem ovaria. Tento výběr genů byl 

analyzován na úrovni genové exprese stanovené pomocí RNA sekvenování, DNA 

metylačního profilu pomocí mikročipů a také byla analyzována jejich genetická variabilita 

pomocí celoexomového sekvenování (Příloha III). Pro potřeby této studie byla metodika 

RNA sekvenování, metylace a jejich hodnocení na Odd. Toxikogenomiky zavedeny  

a optimalizovány. Pro studii bylo vybráno celkem 73 pacientek s karcinom ovarií u kterých 

byla charakterizována odpověď na chemoterapii. DNA metylační profil pomocí metylačních 

mikročipů byl stanoven pro všech 73 pacientek (N=73), expresní profil pomocí RNA 

sekvenování byl úspěšně analyzován v 60 vzorcích (N=60) a pro 52 vzorků (N=52) se 

podařilo i stanovit genetický profil pomocí celoexomového sekvenování. Detailní 

charakteristika tohoto setu je v Příloze III, kde jsou také detailně shrnuty všechny výsledky. 

Rukopis této práce je nyní ve finální fázi přípravy. 
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4.1.2.1 Expresní profil DNA reparačních genů 

 Celogenomový transkripční profil byla analyzován pomocí metody RNA 

sekvenování ve vzorcích nádorové tkáně od 60 pacientek s karcinomem ovarií. Ze získaných 

dat byly vyselektovány DNA reparační geny a porovnán jejich expresní profil  s klinickými 

daty pacientek. Statistický analýza ukázala signifikantní asociaci mezi expresí genů HUS1, 

PMS2, POLH, RECQL5, RPA1 a XAB2 s věkem pacientek. Ve vzorcích pacientek 

s peritoneálními metastázemi byla pozorována vyšší exprese genů DUT a FANCI.  Asociace 

exprese genu DUT s přítomnost peritoneálních metastáz se ukázala jako nejvíce 

signifikantní ze všech výsledků, tato asociace prošla FDR korekcí (P=0,0003). Vyšší exprese 

genů PALB2 a TDG signifikantně asociovala s přítomností residua po operaci. Vyšší 

histologický grade onemocnění (grade 3) byl spojen s vyšší expresí genu PCNA. Vyšší 

exprese genů PCNA, ERCC2, ALKBH3, TOBP1 a nižší exprese genů LIG3, FAN1, MSH3, 

XPC byla nalezena u pacientek s agresivním high-grade serózním subtypem oproti ostatní 

subtypům karcinomu ovarií (Tabulka 3). 

Tabulka 3. Signifikantní výsledky statistických analýz porovnávajících expresi DNA reparačních 

genů (N=178) s klinickými daty pacientek (N=60). Pouze signifikantní výsledky s P-hodnotou 

P≤0,01 jsou zobrazeny v této tabulce. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gen Věk pM Reziduum Grade a Subtyp b 

HUS1 P=0,008 NS NS NS NS 

PMS2 P=0,01 NS NS NS NS 

POLH P=0,009 NS NS NS NS 

RECQL5 P=0,009 NS NS NS P=0,001 

RPA1 P=0,005 NS NS NS NS 

XAB2 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 

TDG 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 

FAN1 NS NS NS NS P=0,003 

MSH3 NS NS NS NS P=0,008 

TOBP1 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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Vysvětlivky: 
a Pacientky rozděleny do dvou skupin: Skupina I (grade 1), Skupina II (grade 2 a grade 3). 
b Pacientky rozděleny do dvou skupin: Skupina I (high-grade serózní karcinom), Skupina 2 (Ostatní subtypy). 

Signifikantní výsledky, která prošly FDR korekcí jsou zvýrazněny tučně. 

pM (přítomnost peritoneálních metastáz), NS (nesignifikantní výsledek) 

 

Součástí též byla analýza diferenciální exprese těchto genů mezi skupinami pacientek 

rozdělených na základě odpovědi k podávané chemoterapii. Tato analýza nám ukázala 

celkem čtyři geny jejich exprese byla deregulována mezi těmito skupinami – geny DDB2, 

PRPF19, HELQ a MAD2L2 (Obrázek 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 více exprimovány  

ve vzorcích tkání pacientek s odpovědí na terapii označenou jako senzitivní, opačně 

exprimován byl pouze gen PRPF19 (logFC 0,89, P=0,002). Avšak tyto výsledky neprošly 

FDR korekcí. 

 

Obrázek 14. Diferenciálně exprimované geny mezi skupinami pacientek s odlišnou odpovědí na 

chemoterapii – (A) DDB2, (B) PRPF19, (C) HELQ a (D) MAD2L2. Pacientky byly rozděleny podle 

odpovědi k chemoterapii obsahující platinové deriváty, a to na základě PFI (z angl. platinum-free 

interval) – platinum-senzitivní skupina (N=37, fialová barva) a platinum-rezistentní skupina (N=23, 

oranžová barva). 

 

4.1.2.2 Metylační profil DNA reparačních genů 

 Metylační profil vybrané selekce 178 DNA reparačních genů byl analyzován  

ve vzorcích nádorové tkáně karcinomu ovarií od 73 pacientek (N=73). Pro porovnání 

metylačního profilu daných genů s klinickými daty byl použit medián β hodnot značících 
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úroveň metylace v daném místě získaných metylačními mikročipy – Infinium Methylation 

EPIC kit. 

 Statistická analýza ukázala signifikantní vztah mezi hladinou metylace genů APLF, 

FAN1, PARP3 a POLL a věkem pacientek (Tabulka 4). Pouze asociace vyšší metylace 

POLL s vyšším věkem pacientek (R=0,441, P=0,0002) prošla FDR korekcí. Nižší hladina 

metylace genu POLM byla pozorována u pacientek, u kterých byly objeveny metastázy. 

Vysoký grade nádoru signifikantně asocioval s nižší hladinou metylace genu OBF2CB  

a vyšší hladinou u genů RAD51C, TREX1. High-grade serózní subtyp byl charakterizován 

nižší hladinou metylace APEX2, ERCC2, FANCB, RAD51C, HUS1, MSH5 a vyšší hladinou 

metylace i genu MPG.  

Tabulka 4. Signifikantní výsledky statistických analýz porovnávajících metylační profil DNA 

reparačních genů (N=178) s klinickými daty pacientek (N=73). Pouze signifikantní výsledky  

s P-hodnotou P≤0,01 jsou zobrazeny v této tabulce. 

Gen Věk pM Grade a Subtyp b 

APLF P=0,009 NS NS NS 

FAN1 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 

RAD51C NS NS P=0,003 P=0,001 

HUS1 NS NS NS P=0,008 

MPG NS NS NS P=0,007 

MSH5 NS NS NS P=0,001 

POLM NS P=0,002 NS NS 

OBFC2B NS NS P=0,003 NS 

TREX1 NS NS P=0,007 NS 

Vysvětlivky: 
a Pacientky rozděleny do dvou skupin: Skupina I (grade 1), Skupina II (grade 2 a grade 3). 
b Pacientky rozděleny do dvou skupin: Skupina I (high-grade serózní karcinom), Skupina 2 (Ostatní subtypy). 

Signifikantní výsledky, které prošly FDR korekcí jsou zvýrazněny tučně. 

pM (přítomnost peritoneálních metastáz), NS (nesignifikantní výsledek) 

 

Stejně jako v případě expresních dat následovala diferenciální analýza mezi 

platinum-rezistentní a platinum-senzitivní skupinou pacientek. Analýza diferenciální 

metylace byla provedena na několik úrovních. Byla analyzována na úrovni jednotlivých 

prob, různých regionů genů – promotor, TSS200 či TSS1500 a na úrovni celých genů. 

Přehled počtu prob pokrývající jednotlivé DNA reparační geny je k naleznutí v Příloze III. 

Analýza na úrovni jednotlivých prob ukázala celkem 50 signifikantně diferenciálně 



66 
 

metylovaných prob mezi těmito skupinami (Příloha III). Z těchto 50 prob, bylo pět prob, 

které byly nejvíce diferenciálně metylované, lokalizováno v genu RAD50 (Obrázek 15). 

Signifikantní rozdíl v metylace genu RAD50 byl pozorován i na úrovni regionu TSS1500, 

který byl více metylován v platinum-senzitivní skupině. Další výsledky na úrovni celého 

genu a dalších regionů – TSS200, TSS1500 a promotoru jsou v Příloze III.  

Obrázek 15. Signifikantně diferenciálně metylované proby lokalizované v genu RAD50. Pacientky 

byly rozděleny podle odpovědi k chemoterapii obsahující platinové deriváty, a to na základě PFI  

(z angl. platinum-free interval) – platinum-senzitivní skupina (N=43, fialová barva) a platinum-

rezistentní skupina (N=30, oranžová barva). 

 

4.1.2.3 Genetická variabilita a její vliv na expresi a metylaci DNA reparačních genů 

 Pomocí celoexomového sekvenování jsme analyzovali genetickou variabilitu  

a v rámci této studie jsme se soustředili pouze DNA reparační geny. 

 Statistická analýza ukázala signifikantní asociaci mezi vyšší frekvencí mutací genu 

TP53 (P=0,001 po FDR korekci) v high-grade serózním karcinomu oproti jiným subtypů. 

Přehled specifických mutací genu TP53 je součástí Přílohy III. Ve zkratce jsme 

identifikovali celkem 31 různých somatických mutací u 39 pacientek. U pacientek ve vyšším 

stádiu onemocnění (stádium III či IV) jsme pozorovali vyšší frekvenci somatických mutací 

v genech CHEK1, FANCH, MLH3, MMS19, POLD1 a RPA2 (P=0,007 po FDR korekci). 

 Následně jsme se snažili propojit expresní/metylační profil s genetickou variabilitou. 

Tyto analýzy byly provedeny na výběru 52 pacientek (N=52), které byly charakterizovány 

všemi těmito metodami. 

 Analýza soustředěná na efekt somatických mutací na expresi DNA reparačních genů 

jsme pozorovali vliv mutace v genu XPC (rs750450365 nebo p.E433K) na expresi genů 
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ERCC2 (P=0,003), RECLQ5 (P=0,009) a FAAP20 (P=0,04). U pacientek nesoucích tuto 

mutaci byly tyto geny exprimovány ve vyšší míře. Pacientky nesoucí mutaci v genu PRKDC 

(p.E3448G, p.Y1243R, p.L1242fs) měly vyšší expresi genu FAAP20 (P=0,03). Efekt 

somatických mutací XPC (P=0,01) a PRKDC (P=0,037) na expresi genu FAAP20 byl nejvíce 

signifikantní v platinum-rezistentní skupině pacientek, kde byla exprese nejvyšší. Přičemž 

ve skupině platinum-rezistentních pacientek bez těchto mutací byla exprese genu FAAP20 

výrazně nižší (Obrázek 16). 

 Validace dat pro tyto vztahy byla možná pro gen PRKDC, protože mutace byla 

nalezena u šesti pacientek, mutace XPC pouze u jedné. V této externí kohortě se nám 

podařilo 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), avšak 

výsledek neprošel FDR korekcí (Obrázek 17). 

 Přehled veškerých identifikovaných somatických mutací je součástí Přílohy III. 

 

Obrázek 16. Efekt somatických mutací (A) PRKDC a (B) XPC na expresi genu FAAP20. Analýza 

diferenciální exprese ukázala signifikantní rozdíl v expresi mezi platinum-rezistentní (N=18, zelená 

barva) a platinum-rezistentní skupinou pacientek nesoucí tyto mutace (N=2, fialová barva). Pro 

porovnání je i zobrazen skupina platinum-senzitivní (N=32, růžová barva). Zobrazené P-hodnoty 

jsou po FDR korekci. 
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Obrázek 17. Efekt somatických mutací na expresi gen PRKDC v datech z TCGA databáze. Analýza 

diferenciální exprese ukázala signifikantní rozdíl v expresi mezi platinum-rezistentní (N=29, zelená 

barva) a platinum-rezistentní skupinou pacientek nesoucí tyto mutace (N=2, fialová barva). Pro 

porovnání je i zobrazen skupina platinum-senzitivní bez přítomnost PRKDC mutací (N=133, růžová 

barva) a platinum-senzitivní skupina s PRKDC mutacemi (N=4, modrá barva). Zobrazené P-hodnoty 

jsou po FDR korekci. 

 Obdobně byl analyzován efekt somatických mutací na metylační profil DNA 

reparačních genů. Nejzajímavější efekt byl pozorován pro somatické mutace v genech 

BRCA1 (p.L1476fs nebo g.chr17:43076608delA) a RAD9A (p.E184K nebo p.G24R)  

na hladinu metylace genu RBBP8. U pacientek s těmito mutacemi byla pozorována vyšší 

metylace genu RBBP8. Tento efekt byl pozorován na více regionů genu jako je promotor, 

TSS200, TSS1500 či celý gen. U platinum-senzitivních pacientek byla v  přítomnosti těchto 

mutací metylace genu RBBP8 nejvyšší v porovnání s platinum-senzitivní skupinou bez 

výskytu mutací a s platinum-rezistentní skupinou (Obrázek 18). 
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Obrázek 18. Analýza diferenciální metylace ukázala signifikantní rozdíl v metylaci genu RBBP8 při 

přítomnost somatických mutací BRCA1 a RAD9A mezi platinum-rezistentní (N=20, fialová barva), 

platinum-senzitivní skupinou pacientek nesoucí tyto mutace (N=2, růžová barva)  

a platinum-senzitivní skupinou bez přítomnosti mutací (N=30, zelená barva). Zobrazené P-hodnoty 

jsou po FDR korekci. 
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4.1.2.4 Analýza přežívání pacientek 

 Nakonec jsme provedly pro signifikantní výsledky z jednotlivých částí – genové 

exprese (DDB2, PRPF19, HELQ, MAD2L2, FAAP20), metylace DNA (RAD50 a RBBP8)  

a genetické variability (PRKDC, XPC, RAD9A, BRCA1). Signifikantní výsledek byl objeven 

pouze pro somatické mutace XPC a PRKDC. Pacientky nesoucí tyto mutace měly 

signifikantně kratší celkové přežití (P=0,017, respektive P<0,001) (Obrázek 19). 

 

Obrázek 19. Kaplan-Meierovy křivky pro celkové přežití pacientek s karcinomem ovarií při 

přítomnosti somatických mutací (A) XPC a (B) PRKDC. 

4.1.3 Dlouhé nekódující RNA (lncRNA) 

 Dlouhé nekódující RNA (lncRNA, z angl. long non-coding RNA) patří mezi důležité 

regulační elementy genové exprese a mnoha dalších procesů, jako je např. sestřih RNA, 

stabilita mRNA, či skládání proteinů a jejich lokalizace v buňce. V přehledovém článku 

s názvem – Non-coding RNAs as Biomarkers of Tumor Progression and Metastatic Spread 

in Epithelial Ovarian Cancer (Příloha IV), byly shrnuty informace o roli lncRNA v progresi 

karcinomu ovarií, zejména ve spojitosti s epiteliálně-mesenchymálním přechodem, jako 

klíčovým procesem vzniku metastáz a progresí onemocnění. 
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 Důraz na studium lncRNA byla dána až v posledních letech, předešlá léta se více 

soustřeďovala na studiu miRNA. Přičemž množství identifikovaných lncRNA  

(49 372 lncRNA dle databáze LNCipedia v5.2) nabízí mnoho potenciálních kandidátů pro 

studium. Velmi důležité je funkční propojení těchto dvou typů nekódujících RNA, které 

může ovlivňovat řadu důležitých procesů v karcinogenezi obecně. miRNA a lncRNA jsou 

schopné se vzájemně vázat a tak bránit vazbě na cílovou mRNA a tím nedojde k regulaci 

genové exprese, či lncRNA jsou schopny pomoci daným miRNA k vazbě na cílovou mRNA. 

Také se můžou chovat kompetitivně v závislosti na dané cílové mRNA. Široké spektrum 

jejich funkcí spočívá zejména na cílové mRNA, na kterou se naváží a tím jsou schopny 

ovlivňovat řadu procesů jako angiogeneze, apoptóza, buněčný metabolismus, proliferace  

a invazivita nádorových buněk. 

 Role miRNA a lncRNA v epiteliálně-mesenchymálním přechodu spočívá zejména 

v regulaci  exprese klíčových transkripčních faktorů – SNAIL, TWIST1 a ZEB1/2 

regulujících expresi klíčových molekul přechodu, které vedou ke změně morfologie buněk, 

či samotných buněčně specifických kadherinů (E-cadherin a N-cadherin). 

 Komplexita regulačních mechanismů je velmi spletitá a porozumění provázanosti 

všech procesů je důležité pro objasnění řady buněčných mechanismů či identifikaci nových 

potenciálních terapeutických cílů. Identifikace regulačních drah miRNA-lncRNA-mRNA je 

velmi důležité pro pochopení komplexnosti těchto procesů. A také metylace DNA, jako 

jedna z nejdůležitějších epigenetických modifikací nesmí být z tohoto procesu opomenuta, 

protože miRNA/lncRNA a metylace DNA se vzájemně regulují.  

4.2 Sledování účinnosti nových taxanových derivátů  

 Druhým cílem předkládané disertační práce bylo sledování účinnosti  

a molekulárního mechanismu působení nových derivátů taxanů – tzv. Stony Brook taxanů 

(SB-Ts) v in vitro a in vivo modelech rezistentního karcinomu ovaria a porovnání jejich 

působení s konvenčním taxanem paklitaxelem. Kompletní výsledky studie soustředěné na 

analýzu účinnosti nových taxanových derivátů – Stony Brook taxanů jsou k nalezení 

v Příloze V. V této studii byla sledována účinnost nových derivátů taxanů – Stony Brook 

taxanů, druhé generace (SB-T-1214, SB-T-1216) a třetí generace (SB-T-121402,  

SB-T-121605, SB-T-121606) v in vitro modelu karcinomu ovarií charakteristického 

mnohočetnou lékovou rezistencí – NCI/ADR-RES buněčnou linií. Nejúčinnější taxanové 

struktury (SB-T-121605 a SB-T-121606) byla následně sledovány z hlediska účinnosti  
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a případných projevů systémové toxicity rovněž v myším in vivo modelu karcinomu ovaria 

odvozeném od této buněčné linie. 

4.2.1 Účinnost taxanů in vitro 

Účinnost taxanů v buněčných linií byla určena pomocí stanovení hodnoty IC50 pro 

každý taxan po 72-hodinové inkubaci taxanů s buňkami linie NCI/ADR-RES. Účinnost 

nových SB-T derivátů byla řádově vyšší než paklitaxelu. Jak lze pozorovat na grafech na 

Obrázku 20A-B, efekt PTX na životaschopnost buněk je v porovnání s novými SB-T 

deriváty minimální. Hodnota IC50 pro PTX byla 1279 ± 174 nM, pro taxany druhé  

a SB-T-121402 taxanu třetí generace se hodnoty IC50 pohybovaly okolo 40 nM. Zbylé  

SB-T třetí generace, SB-T-121605 a SB-T-121606, se ukázaly jako nejefektivnější, skoro 

dvakrát efektivnější (IC50 ~ 22 nM) než SB-T druhé generace a více než 50x účinnější 

v porovnání s PTX. Efekt těchto taxanů třetí generace byl zároveň nejstabilnější nejmenší 

variabilitou napříč individuálními experimenty (Obrázek 20C).  

 

Obrázek 20. Grafické zobrazení efektu taxanů na životaschopnost (cell viability) buněk linie 

NCI/ADR-RES. (A) Porovnání PTX a SB-T druhé generace. (B) Porovnání PTX a SB-T třetí 

generace. (C) Výsledné hodnoty IC50 pro každý analyzovaný taxan (průměr ± směrodatná odchylka). 

Experimenty byly provedeny ve třech nezávislých opakováních. 

Sledovaný efekt taxanů na NCI/ADR-RES buňky byl nezávisle pozorován v dalším 

experimentu provedeném na mikroskopu Etaluma720 s využitím kitu CellTiter-Blue® 

viability assay. Jak ukazují grafy na Obrázku 21A-B, efekt PTX  byl v obou experimentech 

orientovaných na proliferaci nádorových buněk a indukci buněčné smrti podobný 

s kontrolním vzorkem. Naproti tomu SB-T třetí generace (SB-T-121605  

a SB-T-121606) značně redukovaly proliferační kapacitu nádorových buněk a výrazně 
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indukovaly smrt těchto buněk i při nízké koncentrace jako je 20 nM. Tyto výsledky korelují 

s výsledky získanými klasickým měřením IC50. 

 

Obrázek 21. Sledování účinnosti taxanů v reálném čase pomocí mikroskopu Etaluma720 po dobu 

96-ti hodin. (A) Proliferační kapacita nádorových buněk linie NCI/ADR-RES. (B) Indukce buněčné 

smrti taxany v linii NCI/ADR-RES. Zobrazené výsledky jsou průměrem tří nezávislých experimentů 

± směrodatná odchylka. 

 Účinnost taxanů byla dále verifikována pomocí průtokové cytometrie a sledováním 

jejich schopnosti indukovat G2/M blok buněčného cyklu. Pro tento experiment byly buňky 

NCI/ADR-RES inkubovány s taxany po dobu 24 hodin. Inkubace buněk s 300 nM PTX 

nevedla k výrazné indukci G2/M bloku (Obrázek 22A), ten byl pozorován až při použití 

6000 nM PTX (Obrázek 22B), kdy byla pozorována i velká populace apoptotických buněk 

(subG0 fáze). Oproti tomu, inkubace s 300 nM s SB-T taxany druhé i třetí generace vedla  

i indukci G2/M bloku. Inkubace s 20 nM těchto taxanů nevedla k výrazné indukci G2/M 

bloku, výsledky byly porovnatelné s kontrolou (Obrázek 22C-G). V indukci G2/M bloku 

byl nejefektivnější SB-T-121605 v porovnání s dalšími SB-T taxany, i když jen 

s minimálním rozdílem. I v těchto experimentech byla pozorována vysoká variabilita mezi 

experimenty s SB-T druhé generace, zejména u SB-T-1214, oproti tomu SB-T třetí generace 

a SB-T-1216 z druhé generace prokázaly stabilnější výsledky (Obrázek 22H). 
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Obrázek 22. Analýza buněčného cyklu buněk NCI/ADR-RES linie po inkubaci s taxany. (A) Buňky 

inkubované s čistým médiem, (B) s PTX, (C-G) s SB-T taxany druhé a třetí generace. (H) 

Procentuální zastoupení jednotlivých fází buněčného cyklu pro jednotlivé taxany, včetně kontroly. 

Experimenty byly ve dvou nezávislých opakování, zobrazen je průměr ± směrodatná odchylka. 

 Dalším experimentem bylo stanovení intracelulární koncentrace taxanů pomocí 

vysokoúčinné kapalinové chromatografie. Pro tento experiment byly už vybrány pouze  

SB-T taxany SB-T-1216, SB-T-121605 a SB-T-121606, které prokázaly in vitro vysokou 

účinnost a značnou stabilitu. Buňky z NCI/ADR-RES linie byly inkubovány s 10 μM PTX, 

SB-T-1216, SB-T-121605 a SB-T-121606 po dobu 120 minut. Intracelulární obsah SB-T 

taxanů byl 1,5-6x vyšší než v případě PTX, největší akumulace byla pozorována pro  

SB-T-121605 (Tabulka 5). 
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Tabulka 5. Porovnání intracelulární koncentrace taxanů po 120-minutové inkubaci buněk 

NCI/ADR-RES s taxany. Experimenty byly provedeny ve třech nezávislých opakováních, zobrazen 

je průměr v % ± směrodatná odchylka. P-hodnoty stanoveny pomocí nepárového t-testu  

(*** P<0.001). 

Taxan Procento absorbované látky v 

NCI/ADR-RES buňkách 

Signifikance mezi SB-T a 

PTX v absorpci 

Konvenční taxan   

PTX 0,6 ± 0,3 --- 

SB-T druhé generace   

SB-T-1216 3,6 ± 0,3 3,52E-04*** 

SB-T třetí generace   

SB-T-121605 9,3 ± 0,8 9,32E-04*** 

SB-T-121606 6,2 ± 0,5 1,18E-04*** 

 

4.2.2 Účinnost taxanů in vivo 

 Pro účely sledování účinnosti a toxicity nejslibnějších kandidátů z řady SB-T 

taxanových derivátů in vivo byl v rámci disertační práce zaveden model myších nádorových 

xenograftů odvozených právě od vysoce rezistentní buněčné linie karcinomu ovaria  

NCI/ADR-RES. Na tomto modelu jsme analyzovali na základě in vitro experimentů vybrané 

deriváty – SB-T-121605 a SB-T-121606. Přehled experimentálních skupin je uveden 

v Tabulce 6. 

Tabulka 6. Přehled experimentálních skupin xenograftů včetně aplikovaných kombinací. 

Režim/Skupina Podávána léčba 

I  4% DMSO (kontrolní) 

II 10 mg/kg PTX 

III 9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121605 

IV 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 

 První experiment byl soustředěn na SB-T-121605, který byl testován ve třech 

různých kombinacích s PTX (9 mg/kg /PTX + 1 mg/kg 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 

samotný o koncentraci 3 mg/kg. Tyto režimy byly porovnávány s kontrolní skupinou, které 

bylo podávané 4% DMSO ve vodě a se skupinou léčebnou PTX o koncentraci 10 mg/kg. 

Jak kontrolní skupina, tak skupina léčená 10 mg/kg PTX ukázala kontinuální růst nádoru 

během celého experimentu. Skupina léčená kombinací 9 mg/kg /PTX  
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+ 1 mg/kg SB-T-121605 ukázala signifikantní zpomalení růstu oproti skupině léčené pouze 

PTX (P=0,03 po třetí and P=0,01 po páté aplikaci). Kombinace 7 mg/kg PTX  

+ 3 mg/kg SB-T-121605 způsobila výrazné zpomalení růstu nádoru, avšak výsledky díky 

vysoké variabilitě v experimentální skupině nebyly signifikantní (Obrázek 23). Kombinace 

s nejvyšší koncentrací SB-T-121605 (5 mg/kg PTX + 5 mg/kg SB-T-121605) také efektivně 

zpomalila růst nádoru, avšak už se začala projevovat zvýšená toxicita SB-T taxanů, která se 

projevila zejména sníženou průchodností střev a celkovým strádáním experimentálních 

jedinců. Toto bylo i pozorováno u jedinců léčených pouze 3 mg/kg SB-T-121605, která sice 

signifikantně zmenšila velikosti nádoru v porovnání s PTX (P=0,01), ale toto bylo 

doprovázenou značnou toxicitou (data neukázána). 

 

Obrázek 23. Účinnost SB-T-121605 v in vivo modelu rezistentního karcinomu ovarií. Účinnost je 

zobrazena jako procentuální změna mezi jednotlivými aplikacemi, která je vztažena vždy 

k hodnotám na počátku experimentu. P-hodnoty byly stanoveny nepárovým t-testem (*P<0,05). 

 Další experiment byl soustředěn na druhý derivát SB-T taxanů třetí generace –  

SB-T-121606. V tomto experimentu jsme porovnávaly účinnosti následujících kombinací  

(9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121606 a 7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121606) s kontrolní 

skupinou a skupinou léčenou pouze 10 mg/kg PTX. Obě kombinace prokázaly výrazně větší 

efektivitu v potlačení růstu nádoru v porovnání s PTX (Obrázek 24). Výrazné zmenšení 

velikosti nádoru bylo pozorováno pro kombinaci 9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121606 

v porovnání s PTX, ať po třetí aplikaci (P=6,8E-05) i páté aplikaci (P=0,0004).  Kombinace 

7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121606 také efektivně potlačovala růst nádoru, avšak 

v experimentální skupině byla pozorována značná variabilita a také toxicita. Toxicita byla 
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podobná pro oba SB-T třetí generace – SB-T-121605 a SB-T-121606, přičemž SB-T-121606 

se zdá být o něco účinnější (Obrázek 25). 

 

Obrázek 24. Účinnost SB-T-121606 v in vivo modelu rezistentního karcinomu ovarií. Účinnost je 

zobrazena jako procentuální změna mezi jednotlivými aplikacemi, která je vztažena vždy 

k hodnotám na počátku experimentu. P-hodnoty byly stanoveny nepárovým t-testem (***P<0,001). 

 

Obrázek 25. Porovnání účinnosti SB-T-121605 a SB-T-121606 v in vivo modelu rezistentního 

karcinomu ovarií. Účinnost je zobrazena jako procentuální změna mezi jednotlivými aplikacemi, 

která je vztažena vždy k hodnotám na počátku experimentu. P-hodnoty byly stanoveny nepárovým 

t-testem (*P<0,05; ***P<0,001). 

4.2.3 Role kandidátních molekul ABCC3, CPS1 a TRIP6 v rezistenci k taxanům 

Výsledky této jsou detailně popsány v publikovaném článku s názvem - The Role of 

TRIP6, ABCC3 and CPS1 Expression in Resistance of Ovarian Cancer to Taxanes  

(Příloha VI). 

V této studii jsme se soustředili na studium úlohy kandidátních molekul ABCC3, 

CPS1 a TRIP6 v rezistence k taxanům. Výběr právě těchto tří molekul vycházel 
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z předchozích studií Odd. Toxikogenomiky ve spolupráci s 3LF UK, kde byla jejich 

významná deregulace pozorována v in vitro modelech karcinomu prsu, a to v rezistentní linii 

MCF-7 k paklitaxelu oproti senzitivní linii (nepublikovaná data). V této studii jsme se 

soustředili na jejich charakterizaci u karcinomu ovarií. Tyto molekuly byly studovány na 

úrovni mRNA i proteinu a to v několika modelech – buněčných linií (NCI/ADR-RES, 

OVCAR-3, SKOV-3), in vivo modelu rezistentního modelu karcinomu ovarií odvozeného 

od NCI/ADR-RES linie a na výběru 113 pacientek s karcinomem ovarií (N=113)  

a 17 kontrolních vzorcích tkáně ovaria bez známek malignity (N=17). V rámci této studie 

byl též sledován vliv paklitaxelu a Stony Brook taxanů na jejich expresi, jak v in vitro, tak 

in vivo modelech. 

4.2.3.1 Exprese kandidátních molekul v in vitro modelech karcinomu ovarií 

 Nejprve byla analyzována exprese ABCC3, CPS1 a TRIP6 v paklitaxel rezistentních 

buněčných liniích karcinomu ovarií (SKOV-3/RES, OVCAR-3/RES, NCI/ADR-RES). 

Linie SKOV-3/RES a OVCAR-3/RES byly připraveny dlouhodobou kultivací senzitivních 

SKOV-3/SEN a OVCAR-3/SEN linií s paklitaxelem. 

 V NCI/ADR-RES linii byla největší exprese na úrovni mRNA pozorována pro 

TRIP6, následně CPS1 a nejméně exprimován byl transportér ABCC3. Opačný trend byl 

pozorován v linii SKOV-3/RES, kde byl nejvíce exprimován transportér ABCC3 a nejméně 

TRIP6. V linii OVCAR-3/RES byla exprese všech molekul celkově nízká v následujícím 

pořadí od nejvíce exprimované: ABCC3 > TRIP6 > CPS1 (Obrázek 26A). Trend exprese 

TRIP6 a ABCC3 na úrovni mRNA byl pozorován i na úrovni proteinu (Obrázek 26B). 

 

Obrázek 26. Exprese kandidátních molekul ABCC3, CPS1 a TRIP6 v paklitaxel rezistentních liniích 

karcinomu ovarií. (A) Relativní exprese ABCC3, CPS1, TRIP6 na úrovni mRNA (zobrazena ve 

formě 2-∆Ct). (B) Reprezentativní imunoblot ABCC3, CPS1 a TRIP6 v paklitaxel rezistentních liniích 

karcinomu ovarií. Experimenty byly provedeny ve třech nezávislých opakováních. 
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 Největší rozdíl v expresi mezi senzitivní s rezistentní linií byl pozorován mezi 

SKOV-3/SEN a SKOV-3/RES pro CPS1 gen (P=0,02) (Obrázek 27A) a trend vyšší exprese 

CPS1 v rezistentním klonu SKOV-3/RES byl pozorován i na úrovni proteinu  

(Obrázek 27B). 

 

Obrázek 27. Exprese CPS1 v SKOV-3/SEN linii karcinomu ovarií a rezistentním klonu  

SKOV-3/RES in vitro. (A) Relativní exprese CPS1 na úrovni mRNA v SKOV-3/SEN  

a SKOV-3/RES linii (zobrazena ve formě 2-∆Ct). (B) Reprezentativní imunoblot proteinu CPS1 

v SKOV-3/SEN a SKOV-3/RES linii. Exprese byla měřena v technických triplikátech. P-hodnota 

stanovená nepárovým t-testem (*P<0,05). 

4.2.3.2 Efekt paklitaxelu a Stony Brook taxanů na expresi kandidátních molekul in vitro  

 Další fází studie byla analýza exprese kandidátních molekul v buněčné linii 

NCI/ADR-RES po 48-hodinové kultivaci s paklitaxalem (3000nM koncentrace) a SB-T 

taxany třetí generace – SB-T-121605 a SB-T-121606 (300nM koncentrace). Buněčná linie 

NCI/ADR-RES byla pro další studie vybrána na základně podobného expresního profilu 

s nádorovou tkání karcinomu ovarií. Koncentrace PTX a SB-T byly vybrány na základě 

efektivní koncentrace pro indukci G2/M bloku (Ehrlichova et al. 2005;  

Vobořilová et al. 2011; Ehrlichová et al. 2012). 

 Kultivace s taxany vedle k signifikantnímu snížení exprese genů ABCC3 a CPS1, 

exprese TRIP6 změněna nebyla. Oba taxany třetí generace (SB-T-121605 a SB-T-121606) 

snížily exprese obou genů skoro dvakrát více než PTX (Obrázek 28A-B). Kultivace  

s SB-T-121605 vedla k signifikantnímu snížení exprese ABCC3 oproti PTX (P=0,028). 

Signifikantní snížení exprese genu CPS1 bylo pozorováno, jak u kultivace s PTX  

(P < 0,001), SB-T-121605 (P<0,001) i SB-T-121606 (P<0,001). Přičemž snížení exprese 

CPS1 bylo v případě SB-T-121605 (P<0,001) i SB-T-121606 (P<0,001) bylo skoro 

dvojnásobně větší v porovnání s PTX. 
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Obrázek 28. Exprese genů ABCC3 (A) a CPS1 (B) v NCI/ADR-RES linii pro kultivaci 

s paklitaxelem či se Stony Brook taxany - SB-T-121605 a SB-T-121606. Změna genové exprese je 

zobrazena ve formě – 2-∆∆Ct (tzv. fold change) ± SD. Exprese byla měřena v technických triplikátech. 

P-hodnota stanovená nepárovým t-testem (*P<0,05; ***P<0,001). SD (směrodatná odchylka) 

4.2.3.3 Efekt paklitaxelu a Stony Brook taxanů na expresi kandidátních molekul in vivo 

 Následně jsme sledovali expresi těchto molekul v in vivo modelu karcinomu ovarií 

odvozeného od buněčné linie NCI/ADR-RES.  Exprese byla měřena v několika skupinách 

xenograftů (každá skupina čítala 5 myší), které byly léčeny různými kombinaci taxanů 

(Tabulka 7). 

Tabulka 7. Přehled experimentálních skupin xenograftů včetně aplikovaných kombinací. 

Režim/Skupina Podávána léčba 

I  4% DMSO (kontrolní) 

II 10 mg/kg PTX 

III 9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121605 

IV 7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121605 

V 9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121606 

V 7 mg/kg PTX + 3 mg/kg SB-T-121606 

  

Exprese genu ABCC3 se mezi jednotlivými skupinami nelišila a byla celkově velmi 

nízká. Exprese genu CPS1 byl významně snížena ve skupinách léčených kombinací PTX  

a SB-Ts; 9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121606 (P=0,004), 7 mg/kg 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 porovnání se skupinou léčebnou pouze PTX (10 mg/kg) (Obrázek 29A). Tyto výsledky 

jsou v souladu s pozorovaným snížením exprese CPS1 v in vitro modelu. I exprese genu 

TRIP6 byla snížena ve skupinách léčených novými SB-Ts a to ve skupinách léčených 

kombinací 9 mg/kg PTX + 1 mg/kg SB-T-121606 (P=0,001) a 7 mg/kg PTX  
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+ 3 mg/kg SB-T-121606 (P=0,003) v porovnání se skupinou léčenou pouze PTX (10 mg/kg) 

(Obrázek 29B). 

Expresi CPS1 i TRIP6 jsme analyzovali též na úrovni proteinu. Snížení exprese 

proteinu obou molekul byla pozorována ve skupinách léčených 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 porovnání se 

samostatným PTX (10 mg/kg) (Obrázek 29C). Pro skupinu léčenou kombinací  

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 úrovni mRNA s proteinu (P=0,037). 

 

Obrázek 29. Exprese CPS1 a TRIP6 na úrovni mRNA a proteinu v in vivo modelu. Exprese  

na úrovni mRNA (A) CPS1 a (B) TRIP6 v in vivo modelu po léčbě různými kombinacemi léčiv. 

Změna genové exprese je zobrazena ve formě – 2-∆∆Ct (tzv. fold change) ± SD. (C) Reprezentativní 

imunoblot proteinů CPS1, TRIP6 a -aktinu. P-hodnota stanovená nepárovým t-testem (*P<0,05, 

**P<0,01; ***P<0,001). SD (směrodatná odchylka) 

4.2.3.4 Exprese kandidátních molekul v nádorové tkáni pacientek s karcinomem ovarií 

 V poslední části studie jsme se soustředili na expresi ABCC3, CPS1 a TRIP6  

ve vzorcích nádorové tkáně pacientek s karcinomem ovarií. Exprese byla celkem 

analyzována ve 113 vzorcích nádorové tkáně (N=113) a 17 kontrolních tkáních ovaria bez 

známek maligních buněk. Detailní charakteristika pacientek je v Příloze VI. 

 Nejvyšší exprese byla pozorována pro gen TRIP6 a nejnižší pro gen CPS1, obdobně 

jak bylo pozorováno v buněčné linii NCI/ADR-RES. Při porovnání vzorků nádorové tkáně 
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a kontrolních nenádorových vzorků byla pozorována nižší exprese TRIP6 a CPS1  

ve vzorcích nádorové tkáně. Bez rozdílu doby sběru nádorových vzorků – vzorky odebrané 

před chemoterapií, či po proběhlé neoadjuvantní chemoterapii. Exprese genu ABCC3 byla 

zvýšena ve vzorcích nádorové tkáně odebraných před chemoterapií v porovnání s kontrolní 

tkání, avšak u vzorků po neoadjuvantní chemoterapii tento rozdíl nebyl již pozorován 

(Tabulka 8). Obdobný efekt byl pozorován in vitro, kdy po podání taxanů exprese ABCC3 

byla snížena. Korelace exprese pro CPS1 a TRIP6 na úrovni mRNA a proteinu zde nebyla 

statisticky signifikantní (P=0,528, respektive P=0,260). 

Tabulka 8. Rozdíly genové exprese ABCC3, CPS1 a TRIP6 ve vzorcích nádorové tkáně (N=113)  

a kontrolní tkáně ovarií (N=17). Vzorky nádorové tkáně byly dále rozděleny na vzorky odebrané 

před chemoterapií (N=89) a vzorky po neoadjuvantní chemoterapií (N=24). 

Vysvětlivky: ↑ (zvýšená exprese), ↓ (snížená exprese), EOC (epiteliální karcinom ovarií), NS 
(nesignifikantní výsledek), P hodnoty vypočítané programem REST2009 (*P<0.05, ***P<0.001). 

 Exprese ABCC3, CPS1 a TRIP6 byla taktéž porovnána s klinickými parametry. 

Avšak žádný signifikantní vztah s parametry jako histologický grade, klinické stádium 

onemocnění, histologickým typem, odpovědí na chemoterapii. Nicméně byl objeven vztah 

mezi expresí CPS1 a TTP, pacientky s vyšší expresí CPS1 měly signifikantně kratší TTP, 

než ostatní pacientky (Obrázek 30). 

 

Obrázek 30. Kaplan-Meierova křivka pro CPS1. Pacientky byly pro analýzu rozděleny do dvou 

skupin podle mediánové hodnoty exprese CPS1. Vyšší exprese CPS1 byla pozorována celkem  

u 55 pacientek (N=55) a nižší exprese u 54 pacientek (N=54). P-hodnota byla stanovena pomocí log-

rank testu. 

Gen 
Tkáně před chemoterapií vs. kontrolní 

tkáň 

Tkáně po neoadjuvanci vs. kontrolní 

tkáně 

ABCC3 ↑* NS 

CPS1 ↓*** ↓*** 

TRIP6 ↓*** ↓*** 
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5 Diskuze 

 Hlavním tématem předkládané práce byla charakterizace molekulárního profilu 

karcinomu ovarií ve vztahu k prognóze, onemocnění, predikci rozvoje rezistence ke 

konvenčně podávané chemoterapii, která je v případě karcinomu ovarií založena na 

kombinaci paklitaxelu a platinových derivátů – cisplatině či karboplatině a přežívání. Zvláště 

identifikace molekulárních změn v nádorové tkáni způsobených podáním chemoterapie  

a odlišností odpovědi na terapii jednotlivých pacientek může pomoci porozumění procesu 

rozvoje rezistence. Tyto molekulární determinanty by v budoucnu mohly být využity jako 

biomarkery úspěšnosti chemoterapie, či jako potenciální terapeutické cíle.  

 Druhým a neméně důležitým tématem bylo sledování účinnosti nových taxanových 

derivátů, tzv. Stony Brook taxanů, které byly syntetizovány s cílem překonat mnohočetnou 

lékovou rezistenci a být efektivní v rezistentních nádorech se zvýšenou expresí ABCB1. 

V této kapitole jsou postupně diskutovány výsledky jednotlivých studií, které byly 

provedeny ve snaze pomoci porozumění vztahu molekulárního profilu nádorů k prognóze, 

predikci odpovědi a rozvoje rezistence a možnostem jejího překonání. 

5.1 Expresní profil ABC transportérů 

 První studie molekulárního profilu karcinomu ovarií byla zaměřena na komplexní 

analýzu expresního profilu ABC transportérů, jejichž role v transportu širokého spektra léčiv 

a řady jiných substrátů je velmi dobře zdokumentována v řadě již publikovaných studií. 

Studie byla soustředěna na expresi 33 ABC transportérů, jejichž exprese byla detekována 

v nádorové tkáni karcinomu ovarií pomocí RT-PCR (Elsnerova et al. 2016; 2017). V rámci 

analýzy data byly porovnány dva způsoby normalizace dat genové exprese před samotnou 

bioinformatickou analýzou dat.  

 Mezi nejznámější a nejvíce studované ABC transportéry jsou řazeny ABCB1 

(MDR1, Pg-p), ABCC1 (MRP1) a ABCG2 (BCRP). Zejména zvýšená exprese transportéru 

ABCB1 je hlavním znakem tzv. mnohočetné lékové rezistence, která bývá často pozorována  

u pacientů léčených chemoterapií (Gottesman et al. 2002). A jaké středem zájmu jako jeden 

z terapeutických cílů ze širokého spektra ABC transportérů, jehož inhibice či snížení 

transportní aktivity může pomocí překonat rezistenci nádorových buněk (Nanayakkara et al. 

2018). 

 Nejzajímavějším výsledkem této studie byl specifický expresní profil ABC 

transportérů, který statisticky asocioval s dobou do progrese onemocnění (TTP), rezistencí 
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k podávané chemoterapii, či metastatickou progresí. Jako pozitivní prognostický faktor 

bychom mohli označit sníženou expresi ABCC4, ABCC10, ABCD3, ABCE1, ABCF1, 

ABCF2 a ABCF3, která statisticky korelovala s dobrou odpovědí na chemoterapii a delším 

TTP. Opačně, jako negativní prognostický faktor bychom mohli označit zvýšenou expresi 

ABCB1 a ABCG2 ve spojitosti se sníženou expresí ABCB11, které statisticky korelovaly se 

špatnou odpovědí pacientek na chemoterapii a krátkým TTP. Asociace exprese ABCA9, 

ABCA10 a ABCC9 s progresí onemocnění a metastatickým rozsevem, které byly pozorovány 

v našich předešlých studiích, byly pozorovány i během této studie (Elsnerova et al. 2016; 

2017). Identifikovaný profil byl složen z některých velmi známých transportérů 

chemoterapeutik, jako ABCB1 či ABCG2, ale také transportéry, jejichž role v transportu 

chemoterapeutik není zcela zřejmá.  

V řadě studií byla pozorována deregulace genové exprese ABCB1 (na úrovni mRNA 

i proteinu) mezi nádorovou tkání a nenádorovou kontrolní tkání – u karcinomu prsu  

(Hlaváč et al. 2013), kolorektálního karcinomu (Hlavata et al. 2012) a i karcinomu ovarií 

(Ehrlichova et al. 2013; Elsnerova et al. 2016). Důležitou změnou exprese ABCB1 je 

zejména její zvýšení, které je pozorováno ve spojitosti s rezistencí k paklitaxelu a řadě 

dalších chemoterapeutik (Januchowski et al. 2013; 2014; 2017; Duan et al. 2004). I zde byla 

pozorována zvýšená exprese ABCB1 ve spojitosti s horší odpovědí na chemoterapii  

a rychlejší progresí onemocnění, jak bylo taktéž pozorováno v dalších studií soustředěných 

na karcinom ovarií (Yakirevich et al. 2006; Lu et al. 2007; Sedláková et al. 2015;  

Penson et al. 2004; Surowiak et al. 2006). Součástí expresního profilu byl také transportér 

ABCB11, který sdílí velkou sekvenční homologii s transportérem ABCB1 a je také spojován 

s rezistencí k paklitaxelu (Childs et al. 1998). Jedním z nejstudovanějších transportérů je 

ABCG2, který je spojován s rezistencí u karcinomu prsu. Přičemž byly publikovány důkazy 

i pro roli v rezistenci k paklitaxelu u karcinomu ovarií (Zanotti et al. 2017;  

Chung et al. 2019). 

Z méně známých ABC transportérů ve vztahu k MDR, byl nejzajímavější vztah 

nízkých hladin exprese ABCC4 a ABCC10 k dobré odpovědi a delšímu TTP. Tento fakt 

podporují studie exprese ABCC4, kde byl pozorován negativní efekt vyšší hladiny ABCC4 

na PFS (z angl. progression-free survival) u pacientek s karcinomem ovarií (Bagnoli et al. 

2013), či asociace vyšší exprese ABCC4 rezistencí k docetaxelu u karcinomu prostaty 

(Huang et al. 2020a). Či odhalení role ABCC10 v rezistenci k docetaxelu (Hopper-Borge et 
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al. 2004) i paklitaxelu a to i u endometriálního karcinomu (Hopper-Borge et al. 2011; Huang 

et al. 2021). 

Podobně jsme jako pozitivní prognostický faktor detekovali nízké hladiny ABCF2. 

Tento fakt je třeba zohlednit zejména v souvislosti s léčbou, protože jeho vyšší hladiny byly 

nalezeny u high-grade serózního karcinomu ovarií ve vzorcích odebraných po léčbě oproti 

vzorkům odebraných před léčbou (L’Espérance et al. 2006). Zajímavým výsledkem bylo  

i objevení asociace s léčebnou odpovědí a přežíváním pro transportéry ABCE1, ABCF1  

a ABCF3, které dosud v případě karcinomu ovarií nebyly pozorovány. Ve studii soustředěné 

na hepatocelulární karcinom byl pozorována vyšší exprese ABCF1 ve spojitosti s rezistencí 

k cisplatině, doxorubicinu 5-fluorouracilu (Fung et al. 2019). To může hrát vzhledem 

k biologické funkci těchto transportérů, kterou je účast na regulaci iniciace translace 

v procesu karcinogenese a nádorové progrese poměrně významnou roli.  

Důležitost analýzy komplexnějšího expresního profilu, nejen v případě ABC 

transportérů, byla pozorována v řadě studií. Výstupy statistických analýz byly 

signifikantnější při využití panelu více genů než jednoho genu samotného, zejména 

v analýzách soustředěných na jejich možnou prediktivní funkci. Například, ve studii  

Park et al., byl identifikován nejideálnější prediktor pro odpověď k neoadjuvantní 

chemoterapii na základě exprese ABCC5, ABCA1 a ABCA12. Tyto transportéry byly 

vysoce exprimovány v nádorové tkáni ve skupině pacientek s reziduální nemocí v porovnání 

se skupinou charakterizovanou kompletní odpovědí. (Park et al. 2006). U dalších typů 

nádorových onemocnění byly pozorovány ve vztahu k rezistenci deregulace panelů ABC 

transportérů např. pacientů s akutní myeloidní leukémií (Marzac et al. 2011) či u pacientů 

s karcinomem prsu, kolorekta a pankreatu (Dvorak et al. 2017). Poslední roky jsou usilovně 

věnovány genotypizaci ABC transportérů. Delece v genech ABCB1, ABCB4, ABCB8, 

ABCC7, ABCC11, ABCC12, ABCF2 a ABCG4 byla asociována s odpovědí na neoadjuvantní 

léčbu a snížená exprese těchto genů korespondovala s lepší odpovědí na chemoterapii  

u karcinomu prsu (Tsyganov et al. 2022). V genotypizační studii naší laboratoře byla 

objevena asociace zárodečných mutací v genech ABCA4, ABCA9, ABCA12, ABCB5, 

ABCC5, ABCC8, ABCC11 a ABCD4 s odpovědí na terapii u pacientek s karcinomem prsu, 

avšak tyty asociace neprošly FDR korekcí (Hlavac et al. 2020). Význam změn genové 

exprese ABC membránových transportérů pro prognózu a pro rozvoj rezistence se tedy na 

základě všech studií ukazuje být poměrně důležitý a v panelech sledujících molekulární 

profil nádorů by vybrané ABC transportéry měly být zahrnuty a využívány v klinické praxi. 
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5.2 Komplexní profil DNA reparačního systému 

 V analýzách molekulárního profilu byla dále pozornost věnována v této disertační 

DNA reparačního systému a jeho změnám v závislosti na odpovědi k chemoterapii. Pro tuto 

studii bylo vybráno 178 genů pokrývajících veškeré známé DNA reparační dráhy  

(Příloha III). Stěžejní analýzou bylo porovnání komplexního profilu – genové exprese, 

metylačního profilu a genetické variability mezi pacientkami rozdělených do skupin podle 

délky PFI (tzv. platinum-free interval) a to na platinum-rezistentní a platinum-senzitivní 

skupinu pacientek.  

 Nejzajímavějšími výsledky této studie byla identifikace profilu charakterizujího 

platinum-rezistentní skupinu – snížená exprese genů DDB2, HELQ a MAD2L2, zvýšená 

exprese PRPF19, nižší hladina metylace genu RAD50, somatické mutace v genech XPC 

a PRKDC stimulující expresi genu FAAP20 v této skupině. Pro platinum-senzitivní skupinu 

byla charakteristická zvýšená exprese DDB2, HELQ a MAD2L2, snížená exprese PRPF19, 

vyšší metylace genu RAD50 a somatické mutace v genech BRCA1 a RAD9A stimulující 

metylaci genu RBBP8 v této skupině. Z porovnání mezi těmito molekulárními profily  

a klinickými parametry byly nejzajímavější asociace zvýšené exprese DUT s přítomností 

peritoneálních metastáz a asociací mezi mutacemi TP53 s high-grade serózním subtypem. 

Somatické mutace v genech XPC a PRKDC byly taktéž spojeny s kratším celkovým 

přežívám pacientek s karcinomem ovarií. 

 Pokud bychom se podívali na rozložení těchto genů do jednotlivých reparačních 

drah, tak nejvíce změn bylo identifikováno v dráze homologní rekombinace (BRCA1, 

HELQ, RAD50 a RBBP8). 

 Asociace zvýšené exprese DUT s peritoneálními metastázemi nebyla doposud 

popsána, ani u jiných karcinomů. Jiné studie však ukázaly, např. pozitivní asociace exprese 

DUT s vyšším gradem nádorů žaludku (Wang et al. 2021), u pacientů s kolorektálním 

karcinomem a léčených 5-FU asociaci exprese DUT s kratším DFS (Nobili et al. 2011). Gen 

DUT, byl navržen jako biomarker rezistenci k 5-FU, díky své přirozené funkci 

v metabolismu 5-FU, ale také pro cisplatinu (Park a Lenz 2006; Vodenkova et al. 2020). 

 Vyšší metylace genu RAD50 v platinum-senzitivní skupině byla nejzajímavějším 

výsledkem metylační části studie. Změny metylačního profilu byly objeveny v oblasti 

TSS1500, tedy v oblasti v okolí promotoru genu. O metylačním profilu genu RAD50 toho 

není moc známo, je mnohem více charakterizován na úrovni genové exprese či genetické 

variability. Zejména zárodečné mutace tohoto genu jsou spojovány s vyšším rizikem 
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karcinomu prsu a špatnou prognózou tyto pacienty, jejich role u pacientek s karcinomem 

ovarií je stále objasňovány (Fan et al. 2018; Heikkinen 2003; Zhang et al. 2016). Naše 

výsledky můžeme z části podpořit expresními studiemi v in vitro modelech rezistentního 

karcinomu ovarií k platinovým derivátům (A2780, PEO4), kdy v těchto liniích byla 

pozorována vyšší exprese RAD50. Přičemž umlčení exprese RAD50 pomocí siRNA zvýšila 

senzitivitu těchto linií k cisplatině (Kalra a Bapat 2013; Alblihy et al. 2020). 

 Analýza metylačního profilu ve spojitosti s genetickou variabilitou ukázala 

zajímavou spojitost somatických mutací BRCA1 (p.L1476fs; g.chr17:43076608delA), 

RAD9A (p.E184K; p.G24R) s metylací genu RBBP8. Vyšší hladina metylace genu RBBP8 

byla pozorována u pacientek z platinum-senzitivní skupiny a nesoucími tyto mutace. RBBP8 

biologicky funguje jako interakční partner mezi proteiny Rb a BRCA1 v opravě dvou 

řetězcových zlomů DNA pomocí homologní rekombinace. Ve studii na karcinomu 

močového měchýře popsali asociaci hypermetylace RBBP8 s delším celkovým přežíváním 

pacientů (Mijnes et al. 2018). 

 Asociace mezi somatickými mutacemi PRKDC (p.E3448G; p.Y1243R; p.L1242fs), 

XPC (rs750450365; p.E433K) a zvýšenou expresí FAAP20 v platinum-rezistentní skupině 

byla pozorována i v TCGA databázi. Zde byla možnost porovnat platinum-rezistentní 

skupinu s mutacemi i bez nich. Tyto mutace byly zajímavé i z ohledu asociace s celkovým 

přežíváním pacientek. Přičemž asociace somatických mutací PRKDC s přežíváním 

pacientek nebyla doposud pozorována. Více je známo o expresi genu PRKDC, vyšší exprese 

PRKDC byla pozorována u pacientek s karcinomem ovarií s kratším celkovým přežíváním 

a celkově horší prognózou (Sun et al. 2019; Abdel-Fatah et al. 2014; Perrone et al. 2016). 

Umělé snížené exprese PRKDC v buněčných liniích karcinomu prsu MCF-7 a několik 

liniích karcinomu ovaria (SKOV3, PEO4, PEA2, PEO23 a A2780) zvýšilo senzitivitu těchto 

linií k cisplatině (Sun et al. 2017; Stronach et al. 2011; Dejmek et al. 2009). Oproti tomu 

genetická variabilita genu XPC je více prozkoumána. Ve dvou studiích byla popsána 

asociace jednobodového polymorfismu rs2228001 s vyšším rizikem vzniku karcinomu 

ovarií, či SNP rs3731108 a rs1124303 s delším PFS (Zhao et al. 2018; Fleming et al. 2012), 

avšak jejich klinický význam nebyl ještě popsán v databázi ClinVar.  

 Potřeba je i zmínit limitace této studie, kterých jsme si vědomi. Jednou z ní je velikost 

výběru pacientek vybraných pro tuto studii. Proto je nutné tyto výsledky validovat ve větším 

výběru pacientek, které by klinickými parametry odpovídaly našemu výběru. Problematiku 

hledání dalších dat pro validaci můžeme ilustrovat na databázi TCGA, kde je sice možno 
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získat expresní data z RNA sekvenování pro 492 pacientek s karcinomem ovarií, ale 

nekompletnost klinických dat vedla k tomu, že pro naši validaci jsme mohli využít pouze 

data od 232 pacientek. Podobný problém je u metylačních dat z této databáze, u nichž je 

hlavním problémem, že v případě karcinomu ovarií jsou metylační data pouze z nejstarší 

verze metylačních mikročipů pokrývajících  27 000 metylačních míst napříč genomem. 

Proto jejich využití pro validaci není vhodné. Je však vhodné zmínit, že analýza metylačního 

profilu pomocí nejnovější verze těchto mikročipů (Infinium MethylationEPIC) 

pokrývajících víc než 850 000 metylačních míst napříč genomem je jedním z přínosů této 

studie. Limitací celoexomového sekvenování ve výběru pacientek této velikosti je možné, 

že varianty s nízkou frekvencí (vzácné varianty MAF = 1–5% a velmi vzácné varianty MAF 

< 1%) nebudou detekovány. 

 V této studii bylo objeveno několik zajímavých výsledků a asociací v rámci 

propojení molekulárních profilů na několika úrovních. Mezi nejzajímavější výsledky patří 

potvrzení vysokého počtu mutací v genu TP53 u high-grade serózního subtypu karcinomu 

ovarií, či vyšší metylace genu RAD50 v platinum-senzitivní skupině pacientek. Taktéž 

identifikace propojení genetické variability s expresním a metylačním profilem. Propojení 

somatických mutací XPC, PRKDC a exprese FAAP20 s horší senzitivitou k podávané 

chemoterapii. A taktéž spojitosti mutací XPC a PRKDC s celkovým přežitím pacientek, 

která nebyla doposud popsána. A poslední řadě propojení mutací BRCA1, RAD9A s metylací 

RBBP8 s lepší senzitivitou k chemoterapii. Veškeré výsledky je nutné validovat ve větší 

kohortě pacientek s karcinomem ovarií ovšem s dobře definovanou odpovědí k chemoterapii 

a kompletními klinickými daty. 

5.3 Účinnost nových SB-T taxanů 

 Součástí předkládané práce byla též analýza nových taxanových derivátů, tzv. Stony 

Brook taxanů, které jsou jedny z mnoha nových látek syntetizovaných s cílem vyšší 

účinnosti oproti již existujícím látkám v rezistentních nádorech.  

 Účinnost starší generace SB-T taxanů, které byly syntetizovány už v roce 1996, byla 

již publikována v několika in vitro studiích, zejména zaměřených na karcinomu prsu a ovarií 

(Ojima et al. 1996; 2008; Ehrlichova et al. 2005; Ehrlichová et al. 2012; Jelínek et al. 2015). 

Strukturální změny paklitaxelu, které vedly ke vzniku těchto taxanů byly provedeny s cílem 

zvýšení účinnosti v nádorech exprimujících P-glykoprotein či nesoucích mutace  

v β3 tubulinu, které jsou hlavními důvody v rezistenci k paklitaxelu (Ojima et al. 2008; 
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Matesanz et al. 2014). Dnes jsou již testovány SB-T třetí generace, které byly syntetizovány 

úpravou druhé generace SB-T (Wang et al. 2020). 

 Pro studium účinnosti těchto SB-T taxanů je v naší laboratoři využívána buněčná 

linie karcinomu ovarií s fenotypem mnohočetné lékové rezistence – NCI/ADR-RES pro  

in vitro experimenty a z této linie byl následně úspěšně zaveden in vivo model pro další 

experimenty účinnosti těchto derivátů. 

 Ve studiích soustředěných na SB-T taxany byl pozorován větší cytotoxický efekt 

taxanů třetí generace (SB-T-121402, SB-T-121605 a SB-T-121606) oproti SB-T taxanům 

druhé generace (SB-T-1214 a SB-T-1216), tyto výsledky jsou v souladu s již publikovanými 

výsledky jejich účinnosti v senzitivních liniích, jako MCF-7 a LCC6-WT, tak rezistentních 

linií s fenotypem mnohočetné lékové rezistence – NCI/ADR, LCC6-MDR a LDL-1  

(Wang et al. 2020). Další experimenty tyto informace o těchto derivátech rozšířily. Analýza 

intracelulárního obsahu taxanů pomocí HPLC odhalila mnohonásobně vyšší intracelulární 

obsah nových derivátů v porovnání s PTX. Intracelulární obsah SB-T taxanů druhé generace 

byl v porovnání s PTX 1,5 – 6,5x vyšší, u SB-T taxanů třetí generace byl znatelně vyšší,  

10 – 15x oproti PTX (Ehrlichová et al. 2012). Za jejich zvýšenou intracelulární akumulací 

v porovnání s PTX mohou stát dva mechanismy, zaprvé snížený export léčiva z buňky 

sníženou afinitou SB-T taxanů k P-glykoproteinu, či zvýšený import léčiva do buňky. Pro 

určení přesného mechanismu jsou potřeba další experimenty. 

 Sledováním účinnosti taxanových derivátů in vitro byly vyselektovány taxany třetí 

generace s potenciálně nejvyšším účinkem (SB-T-121605 a SB-T-121606), u nichž byla 

v další části studie sledována účinnost v in vivo modelu karcinomu ovarií odvozeného  

od NCI/ADR-RES linie. Oba deriváty prokázaly efektivitu ve zpomalení růstu nádorů. 

Aplikace vyšší koncentrace SB-T  ≥ 3 mg/kg byla už doprovázena značnou toxicitou 

projevující se zhoršenou průchodností střev a celkovým zhoršením fyzického stavu modelu. 

Avšak kombinace SB-T a PTX, ať 1 mg/kg SB-T + 9 mg/kg PTX či 3 mg/kg SB-T  

s 7 mg/kg PTX prokázaly efektivní účinek na růst nádoru a také nižší toxicitu pro 

experimentální jedince. O něco efektivnější se zdá být SB-T-121606 oproti SB-T-121605. 

In vivo studie taxanů třetí generace dosud nebyly prováděny a naše studie je první svého 

druhu ukazující na účinnost SB-T taxanů třetí generace in vivo zvláště v kombinaci 

s konvenčním taxanem. Pouze malé množství SB-T třetí generace může zefektivnit léčbu 

pomocí PTX. Jedním z důvodů může být lehce odlišných mechanismus polymerace 

mikrotubulů mezi těmito látkami, nižší afinita SB-T pro P-glykoprotein, či také větší 
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účinnost proti změněným vazebným místům na mikrotubulech, které brání vazbě PTX. Při 

monoterapii SB-T taxany se již poměrně zásadně projevuje jejich systémová toxicita.  

   Proto byly v nedávané době tyto deriváty upraveny s cílem větší specifity pouze pro 

nádorové buňky a vznikly folátové a biotinové konjugáty s SB-T třetí generace. Folátové 

konjugáty by měly být více nádorově specifické díky prokázané vysoké expresi folátového 

receptoru na který se budou tyto konjugáty vázat. Exprese folátového receptoru je ve zdravé 

nenádorové tkáni nízká v porovnání s nádorovou tkání (Xia a Low 2010; Seitz et al. 2015). 

Na stejném důvodu je postavena i příprava biotinových konjugátů (Chen et al. 2010; 

Vineberg et al. 2015). Jeden takovýto konjugát byl už testován a to biotin-SB-T-1214  

a in vitro experimenty ukázaly jeho účinnost v nádorových buňkách s vysokou expresí 

biotinového receptoru, přičemž nádorové buňky bez exprese tohoto receptoru nebyly 

ovlivněny (Vineberg et al. 2015).  

 Výsledky našich experimentů s SB-T taxany dokazují vysokou účinnost těchto 

derivátů ve vysoce rezistentní linii karcinomu ovarií NCI/ADR-RES a také v in vivo modelu 

odvozeném od této linie. Oba deriváty, SB-T-121605 i SB-T-121606, byly účinné ve velmi 

malých koncentracích, jako např. v případě in vivo experimentů při koncentraci 1 mg/kg. 

Avšak stále musí být vyřešen problém jejich toxicity a vedlejších účinků, které jsou zřetelné 

při použití vyšších koncentracích. Na této problematice se již nyní pracuje, ať už přípravou 

folátových/biotinových konjugátů těchto taxanů, či dalšími experimenty s kombinující  

SB-T a PTX. 

5.4 Kandidátní molekuly ABCC3, CPS1 a TRIP6 

 V souvislosti s rozvojem MDR je studována řada možných kandidátních 

genů/proteinů, které by vznik a rozvoj tohoto procesu ovlivňovaly. V předkládané práci byla 

v tomto ohledu soustředěna pozornost na tři vybrané molekuly – ABCC3, CPS1 a TRIP6. 

Tyto molekuly byly vybrány na základě předešlých experimentů u karcinomu prsu, kde byla 

navržena jejich potenciální role v rezistenci k paklitaxelu (Němcová-Fürstová et al. 2016; 

Pavlikova et al. 2014; Pavlíková et al. 2015; Daniel et al. 2019). Na základě některých 

podobností mezi karcinomem prsu a karcinomu ovarií byly tyto molekuly v této práci 

zkoumány právě u karcinomu ovarií. A to jejich exprese, na úrovni mRNA, tak proteinu  

a jak na in vitro, in vivo úrovni a taktéž ve vzorcích nádorové tkáně pacientek s karcinomem 

ovarií. Zajímavých výsledků bylo dosaženo zejména u molekul ABCC3 a CPS1. 
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 ABC transportér ABCC3, který se podílí na transportu řady látek, ale 

z protinádorových léčiv můžeme jmenovat – doxorubicin, etoposid, metotrexát, docetaxel, 

tamoxifen či olaparib (Young et al. 2001; Lagas et al. 2010) (van der Schoor et al. 2015; 

Shen a Yan 2021). Zvýšená exprese tohoto transportéru byla již pozorována v paklitaxel 

rezistentních liniích karcinomu prsu (MCF-7/PTX-RES a SK-BR-3/PTX-RES) oproti 

původním senzitivním MCF-7 a SK-BR-3 liniím (Němcová-Fürstová et al. 2016). Exprese 

ABCC3 u karcinomu ovarií byla také zvýšená v paklitaxel rezistentní linii karcinomu ovarií 

A2780/PTX (Xu et al. 2018) a také v high-grade serózním subtypu u kterého je často 

pozorován rozvoj rezistence (Elsnerova et al. 2016). V této studii byla pozorována vyšší 

exprese ABCC3 v nádorové tkáni v porovnání se kontrolní tkání ovarií. Zajímavé bylo 

porovnání exprese ABCC3 ve vzorcích před podáním neoadjuvantní chemoterapii a po ní. 

Ve vzorcích nádorové tkáně odebraných po neoadjuvantní chemoterapii byla pozorována 

nižší exprese oproti vzorkům odebraných před chemoterapií. Podobný efekt byl také 

pozorován v in vitro experimentech, kdy došlo ke snížení exprese ABCC3 po podání PTX  

i SB-T třetí generace (SB-T-121605 a SB-T-121606), přičemž snížení exprese pomocí  

SB-T bylo vyšší oproti PTX. Změna exprese ABCC3 po podání taxanů, by mohla indikovat 

roli ABCC3 v jejich transportu a být novým potenciálním terapeutickým cílem. Avšak 

neměly by být opomenuty regulační elementy genové exprese jako miRNA a lncRNA.  

Ve spojitosti s ABCC3 byla publikována studie popisující efekt miR-200a na expresi 

ABCC3 a takto modulovat senzitivitu linie SKOV-3 k PTX (Liu et al. 2014). 

 Gen CPS1 kóduje mitochondriální enzym, který je součástí močovinového cyklu. 

Předešlé studie popsaly zvýšenou expresi v paklitaxel rezistentních liniích karcinomu prsu 

v porovnání se senzitivními (Daniel et al. 2019; Lee et al. 2014; Xu et al. 2016). V této studii 

také byla pozorována vyšší exprese CPS1 v paklitaxel rezistentních modelech karcinomu 

ovarií a vyšší exprese byla spojena s rychlejší progresí onemocnění u pacientek 

s karcinomem ovarií. V in vitro a in vivo části studie bylo pozorováno signifikantní snížení 

exprese CPS1 po podání SB-T a to zejména u SB-T-121606 v porovnání s PTX. Mnoho 

studií popisujících roli CPS1 v karcinogenezi není, ani v případě rezistence. Avšak některé 

studie poukazují na další asociace CPS1 s dalšími klinickými parametry, jako bylo 

pozorováno u hepatocelulárního karcinomu, kdy snížení exprese CPS1 bylo spojeno 

s redukcí nádorové masy rekurentního nádoru a vzdálených metastáz (Ridder et al. 2021). 

Mechanismus funkce CPS1 v rezistenci není znám, proto pro objasnění budou potřeba další 

experimenty. 
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 Nejzajímavějším výsledkem této studie bylo objevení deregulace CPS1 v in vitro  

a in vivo modelech rezistentního karcinomu ovarií po podání taxanů, ať PTX a zejména 

v případě SB-T taxanů třetí generace – SB-T-121605 a SB-T-121606. Přičemž vysoká 

exprese CPS1 také byla spojena s horším přežíváním pacientek s karcinomem ovarií. 

ABCC3 byl také ve vyšší míře exprimován s rezistentních modelech a jeho exprese byla 

snížena podáním PTX a zejména SB-T. Tento trend byl pozorován i ve vzorcích nádorové 

tkáně i pacientek s karcinomem ovarií, kdy byla exprese ABCC3 nižší ve vzorcích 

odebraných po neoadjuvantní léčbě, oproti vzorkům odebraných před. Významu těchto dvou 

molekul a jejich expresním změnám v průběhu léčby, které mohou významně ovlivňovat 

prognózu a predikci výstupů terapie nádorových onemocnění by měla být věnována velká 

pozornost.  
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Závěr 

Hlavním cílem této práce bylo rozšířit informace o molekulárním profilu karcinomu 

ovarií z hlediska jejich významu pro prognózu a predikci onemocnění, a zvláště ve vztahu 

k rozvoji mnohočetné lékové rezistence, která je u karcinomu ovarií často pozorovaným 

fenoménem a zásadní překážkou v úspěšné terapii. Dalším neméně podstatným cílem práce 

bylo studium účinnosti a toxicity nových taxanových derivátů – tzv. Stony Brook taxanů  

in vitro a in vivo. Tyto deriváty taxanů jsou syntetizovány za účelem nalezení vhodných léčiv 

a režimů účinných v terapii právě rezistentních forem nádorů.   

 Studie molekulárního profilu pacientek s karcinomem ovarií odhalily význam 

některých ABC membránových transportérů, jejichž expresní profil je  se specifickou reakcí 

na chemoterapii. Senzitivní status na chemoterapii a delší doba do progrese byla spojena se 

sníženou expresí ABC transportérů – ABCC4, ABCC10, ABCD3, ABCE1, ABCF1, ACBF2 

a ABCF3. Oproti tomu rezistentní status k chemoterapii byl spojen se zvýšenou expresí 

ABCB1, ABCG2 a sníženou expresí ABCB11. Pacientky s tímto expresním profilem rychleji 

progradovali a z prognostického hlediska vytváří skupinu s horším předpokládaným 

průběhem léčby. 

 Z dalších mechanismů vzniku a rozvoje MDR byla v disertační práci věnována 

pozornost komplexnímu molekulárnímu profilu (expresní, metylační profil a genetická 

variabilita) DNA reparačního systému. Tato část práce ukázala zajímavé kandidáty pro další 

studie v rozvoji rezistence k taxanům a platinovým derivátům. Analýza odhalila vzájemný 

vztah genů XPC-PRKDC-FAAP20 a BRCA1-RAD9A-RBBP8 ve spojitosti s odpovědí na 

chemoterapii. Také vyšší hladina metylace genu RAD50 byla pozorována u pacientek 

s rezistentním statusem na chemoterapii. Přítomnost somatických mutací v genech XPC  

a PRKDC signifikantně zhoršovala celkové přežívání pacientek. Mimo jiné s přítomností 

peritoneálních metastáz byla spojena vyšší exprese genu DUT. High-grade serózní subtyp 

byl spojen s vyšším výskytem mutací v genu TP53, oproti ostatním subtypů karcinomu 

ovarií. Nalezené kandidátní geny související s prognózou i léčebnou odpovědí pacientek 

s ovariálním karcinomem musí být dále validovány. 

 Dalším cílem disertační práce bylo studium účinnosti SB-T taxanů jako 

potenciálních chemoterapeutik využitelných v léčbě rezistentních solidních nádorů. Tato 

studie se zaměřovala na účinnost nových taxanových derivátů druhé (SB-T-1214  

a SB-T-1216) a zejména třetí generace (SB-T-121402, SB-T-121605, SB-T-121606)  

v in vitro modelu rezistentního karcinomu ovarií. Potvrdila se vyšší efektivita všech SB-T 
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taxanů oproti paklitaxelu V porovnání s paklitaxelem nové taxany také skoro více jak 50x 

indukovaly zastavení buněk v G2/M fázi buněčného cyklu a jejich intracelulární koncentrace 

byla rovněž výrazně vyšší v porovnání s paklitaxalem. Nejstabilnější efekt byl pozorován  

u taxanů SB-T-121605 a SB-T-121606. Efektivita SB-T-121605 a SB-T-161605 byla 

pozorována i v in vivo modelu rezistentního karcinomu ovarií, jejich aplikace vedla ke 

zpomalení růstu nádorů a u vyšší koncentrace SB-T-121606 (3 mg/kg) v kombinaci 

s paklitaxelem i ke zmenšení velikosti nádoru. Zvláště kombinační režimy s konvenčními 

taxany se jeví jako potenciálně nejzajímavější léčebné režimy pro SB-T deriváty taxanů 

s využitelností v léčbě rezistentních forem nádorů. 

 Poslední sledovanou problematikou byla studie soustředěná na kandidátní molekuly 

s potenciální rolí v rezistenci k paklitaxelu u karcinomu ovarií konkrétně ABCC3, CPS1  

a TRIP6. Byl sledován expresní profil těchto molekul na hladině mRNA i proteinu v našich 

experimentálních modelech in vitro a in vivo a měřeny případné deregulace těchto molekul 

vyvolané aplikací taxanů. Nejzajímavější výsledky byly získány pro CPS1  

a ABCC3. U CPS1 došlo k významnému snížení v in vitro a in vivo rezistentních modelech 

karcinomu ovarií po podání nových taxanových derivátů třetí generace – SB-T-121605  

a SB-T-121606. Navíc u pacientek s karcinomem ovarií byla vysoká hladina exprese CPS1 

ve vzorcích nádorové tkáně karcinomu ovarií byla signifikantně asociována s kratším časem 

do progrese pacientek, mohl by teda být potenciálně využita jako prognostický biomarker. 

V případě ABCC3, žádná signifikantní změna v in vitro experimentech nebyla pozorována, 

avšak v nádorové tkáni z in vivo modelu bylo pozorování snížení exprese ABCC3 po podání 

PTX a zejména SB-T třetí generace, podobný trend byl pozorován i v nádorové tkáni 

pacientek s karcinomem ovarií. Tento fakt byl podpořen i výstupy z nádorových vzorků 

pacientek, kde byla v nádorové oproti kontrolní ovariální tkáni pozorována významně 

zvýšená exprese genu ABCC3, která ale ve vzorcích po neoadjuvantní léčbě již pozorována 

nebyla a došlo tedy k významnému snížení exprese sledovaného genu. 

Uvedené studie prováděné v předkládané disertační práci odhalily řadu zajímavých 

kandidátních molekul vhodných pro další detailní studium z hlediska jejich využití jako 

prognostických či prediktivních biomarkerů a ukazatelů rozvoje rezistence nádorových 

buněk. Zároveň byly nalezeny dva strukturní deriváty konvenčních taxanů SB-T-121605  

a SB-T-121606 jako potenciálně vhodná léčiva pro další fáze klinického výzkumu pro terapii 

rezistentních forem ovariálního karcinomu.  
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