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Abstrakt

Ovarialni karcinom je zavazné nadorové onemintns nejvysSi mortalitou mezi
gynekologickymi malignitami. Doposud nejsou Kk dizjgdp optimalni metody &asné
diagnostiky, uteni prognozy ani predikcecianosti terapie, coZ vede k odhaleni nemoci
v pokrailych stadiich a ke zrimému omezenidinnosti I&by. Velkym problémem i 1éché
pacientek je také vznik rezistence ke koriveém I&ivim a ¢asty navrat onemoeni.
Hlavnim cilem pedkladdané prace byla identifikace novych poten@alnprognostickych
a terapeutickych biomarkier jejichz zavedeni do klinické praxe by mohlo pomplepsit
terapeuticky fistup k ovarialnimu karcinomu. Diplomovéa prace pasje vysledky analyzy
exprese gel jejichZ proteiny se dastni transportu, metabolizmu a mechanizmisopeni
platinovych derivat a taxaf, dale regulace bétiného cyklu a signalizace. Hladina exprese
byla mstend na Urovni transkriptu v nadorové a kontrolniar@ini tkani, kde byly
vyhodnoceny rozdily. Exprese v nadorech byla dé@eymana s klinickymi daty pacientek
a ze ziskanych vysledkbyly vybrany kandidatni genABCA2a PRC1 pro dalSi analyzy.
U kandidatnich gahbylo stanoveno mnoZstvi proteinu v nadorové a rodmit tkani a byla
provedena genotypizai analyza vybranychédicnych jednonukleotidovych polymorfizim

v DNA z periferni krve pacientek. Mnozstvi proteimumadorech a vyskyt jednotlivych alel
polymorfizmi byl nasleds srovnan s klinickymi daty pacientek. V ramci diplové prace
byly identifikovany nové potencialni biomarkery gradzy a dinnosti terapie ovarialniho
karcinomu, jak na arovni hladiny transkriptu v néme tkani, tak (a tofedevsim) v oblasti
vyskytu ugitych alel polymorfiznii detekovatelnych v DNA periferni krve pacientek.
Ziskané vysledky mohou slouzit jako podklad pra&tdsatudie srérujici k posouzeni moznosti

zavedeni nalezenych biomarketo klinické praxe.

Kli ¢ova slova:

ovariélni karcinom, biomarker, platinové derivagxany, chemorezistence, prognéza



Abstract

Ovarian carcinoma is a serious illness with thehégy mortality rate among all female
cancers. No suitable methods for early diagnosiscige determination of prognosis or
prediction of therapy efficacy are currently avlaig which leads to diagnosis in advanced
stages of disease and therapy efficacy limitati@onsequently, the development of
chemoresistance to conventional drugs and freqetapse of the disease pose a fundamental
complication too. The main goal of the current gtwdas identification of new putative
prognostic and therapeutic biomarkers, whose inotttdn into clinical practice could help to
improve the dismal outcome of ovarian carcinomaep&éd. The present master thesis
provides results of expression analysis of genessetproducts take part in the transport,
metabolism and mechanism of action of platinum tadeugs and taxanes, and also
the regulation of cell cycle and signaling. Trarscievels of these genes have been assessed
in series of tumor and control ovarian tissue saspind the difference between both tissue
types was evaluated. Gene expression level in wim@s then compared with patient’s
clinical data, and candidate genBBCA2andPRC] were selected from the obtained results
for more detailed analysis. The protein level aididate genes was determined in tumor and
control tissues and genotyping analysis of seleictieerited single nucleotide polymorphisms
was performed in DNA from peripheral blood. Thetpio level in tumors and carriage of
rare alleles was then compared with patient’saindata. In conclusion, this master thesis
revealed new putative prognostic and predictivanairkers for ovarian carcinoma among
transcripts and genetic alterations of the abowelidate genes. Obtained results may serve as
leads for subsequent studies aimed at validatidnaasessment of the clinical utility of these

markers.
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1 Uvod

Ovarialni karcinomy jsou n&hstjSim typem malignich nadorvajeinikia. Ackoliv maji
nejnizSi incidenci, jedna se o oneméain s nejvysSi mortalitou mezi majoritnimi
gynekologickymi malignitami, a je tedy povaZzovdn@ nejnebezpmgjsi. Velkym
problémem ovarialniho karcinomu je pozdni nastuppaeifickych piznaki a nedostatek
spolehlivych diagnostickych markgrcoz je dvodem diagn6zy aZz v pokfibych stadiich
nemoci, kdy jsou moznosti &ianost I&€by zna&né omezeny. Komplikaci je také heterogenita
ovarialnich karcinorin, které maji pvod v tiznych bugénych typech a mohou se mezi sebou
zasads liSit zpisobem vzniku, reakci nacléu nebo prognézou.

Neopomenutelnym ivodem vysoké mortality ovarialniho karcinomudjasty vznik
rezistence ke konvéni l&bé chemoterapeutiky, kterd4 jsou stand@&rdaplikovana po
chirurgickém odstrami naddoru. &koliv je mira reakce pacientek na prvni linély na bazi
platinovych derivat a taxafi ponerné dobra, ve ¥tSin¢ pripadi se dive nebo pozdi
chemorezistence rozvine. Doposud bohuZel nebyhyntifikovany vhodné prognostickeé
a terapeutické markery predikujici agresivitu nadarjeho citlivost k l&vam. Vhodnymi
kandidaty pro tyto markery mohou byt geny, respektiejich deregulace, mutace nebo
varianty, kodujici proteiny dastnici se transportu, metabolizmu nelisgbeni vyuzivanych
I&Civ, ale také geny proteinsignalni transdukce nebo regulace proliferace.

Predmitem pedklddané prace je studiuntchto genetickych faktdr s cilem
identifikovat potencialni nové biomarkery progndézy &innosti terapie ovarialniho
karcinomu, které by IékAm umoznily gesrgji predikovat postup onemoéni a Fipadré

zvazit dalSi moznosti #by vhodné pro konkrétni pacientky.
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2 Prehled literatury

2.1 Ovarialni karcinom

Ovarialni karcinom je zhoubné nadorové onengatnvznikajici z povrchového epitelu
ovaria. Jedna se o ®eptjSi typ zhoubného nadoru ovarii, ktery zaujintbligné 90 %
vSech malignich onemoéni vaje&niku. DalSimi typy zhoubnych nadorjsou tumory
vznikajici z germindlnich bik, které jsou neépstji se vyskytujicimi zhoubnymi nadory
vajetniku u pacientek mladSich 45 let (celkovSak zaujimaji necela 3 % ovarialnich
malignit), a nadory ze zarogkeych prutii a stromatu (Yancik, 1993).

Ackoliv ovarialni karcinom nepé#t mezi nefastji se vyskytujici zhoubné nadory
a ma nejnizsi incidenci mezi ostatnimi hlavnimi sigmi malignitami (prsa, &ozni hrdlo
a dlozni €lo), zavaznost tohoto onemaen vyZaduje zvySenou pozornost, jelikoZ svou
mortalitou FevySuje ostatni gynekologické tumory, viz Obr. 1L.@BOCAN 2012, URL1).
Hruba incidence (p@t novych pipadi na 100 000 osob, v tomtdipac Zen) ovarialnich
zhoubnych novotvarbyla vCeské republice v roce 2011 vice nez 6x mensi maalignich
novotvaf prsu (20,2 vs. 123,9tipach), které jsou nepsgjsim nadorem u zen. Umrtnost
v tomtéZ roce byla v8ak u tumioovarii ve vztahu k incidenci vyrazrvyssi (62,7 % vs.
26,1 %) (UZISCR, URL2). Vysok& mortalita fife byt gipisovana tomu, Ze je karcinom
ovarii oproti ostatnim gynekologickym malignitamukvsvym nespecifickym symptoam,
které se objevuji aZippokrogilém stadiu onemoemi, wWtSinou diagnostikovan az ve stadiu
Il nebo IV, coZ znan¢ ovliviiuje moznosti |&y a progndzu. Celostové je incidence
nejvy3&i v Evrop a Severni Americe (GLOBOCAN 2012, URL3),Ceské republice
v poslednich letech incidence mirklesa, avSak mortalita s ni neustéle koreluje,Qlix. 2
(SVOD, URL4). Dle databaze &ové zdravotnické organizace &ska republika s hrubou
mortalitou (p@et amrti na 100 000 osob, vtomtdigact Zen) na pednich pickach
v celosetové amrtnosti zpisobené timto onemoé&nim (http://www-
dep.iarc.frrlWHOdb/WHOdb.htm).
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Celosvétova incidence a mortalita vztazena na 100 000 zen

Obr. 1: Predpokladana celosétova incidence a mortalita nefastji se vyskytujicich gynekologickych
malignit pro rok 2012. Graf znazaifuje celos¥tovou incidenci a mortalituippaitenou na celos¥ovy vekovy
standard na 100 000 Zen. NejnizSi incidenci, avigglySSi mortalitu, maji zhoubné nadory ovarife\2ato
a upraveno dle GLOBOCAN 2012, URLL1.
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Obr. 2: Casovy vyvoj hrubé incidence a mortality zhoubnych avotvari (ZN) ovarii v Ceské republice.
Graf znazoiuje incidenci a mortalitu fiepatenou na ¥kovy standard na 100 000 Zenefzato ze SVOD,
URLA4.

2.1.1 Klasifikace ovarialniho karcinomu

Klasifikace nadar je velmi dilezitd k ziskani co nejpsrjSich informaci o konkrétnim
onemocgni. Umo#xuje Iékaum zvolit nejefektivijSi I&bu pro daného pacienta, poskytne
urcité udaje o progndze a dalSim vyvoji onemsdn napomaha hodnocenic¢ébnych

vysledki a v neposlednfad také usnamuje vymeénu informaci mezi l&bnymi centry.
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U tumoru se hodnoti jeho histopatologicky typ, tédyecny pivod, dale stupediferenciace
neboli grade, stadiumdaasto i exprese prolifetaiho markeru Ki67.

Dle nejno¥jSi klasifikace tumatr Zenskych reprodukich orgad od Swtové
zdravotnické organizace (Kurmanal, 2014; citovano podle Berek al, 2015) se karcinom

ovarii podle svého butiného mivodu roz@luje do nasledujicich zakladnich kategorii:

» Ser6zni zhoubné tumory

Endometroidni zhoubné tumory

» Swtlobuni¢né zhoubné tumory

* Mucin6zni zhoubné tumory
 Brennerovy zhoubné tumory

» Nediferencované zhoubné tumory

¢ SmiSené zhoubné tumory

NejcasgjSim histologickym typem karcinomu ovarii je serbzkarcinom, ktery
zaujima piblizné 70 % vSech epitelidlnich tumbor ve ¥tSiné pipadi je diagnostikovan az
v pokraiilych stadiich onemoemi. Tento typ nadordasto vykazuje nukleérni atyjpiost
a ma vysokou frekvenci mitdz. Na druhém mhistetnosti jsou endometroidni tumory, které
tvoii cca 10-20 % a vice jak 50 % z nich je diagnoséiko véasnych stadiich. Tyto tumory
nevykazuji vyraznou nukleéarni atypost. Riblizné 10 % ovaridlnich karcinotn tvori
swtlobuns¢né tumory, které maji v porovnani se ser6znimiihmrdgnézu (Sugiyamat al,
2000) a spolu s endometroidnimi nadory jsou aseciévs endometriozou (Ness, 2003).
Mucindzni tumory zaujimaji < 3 % a Brennerovy néc&l% vSech ovarialnim karcindm
(shrnuto v Cho a Shih, 2009).

Tumory fadici se mezi nediferencované maji epitelidlinigol, avSak nejsou natolik
diferencované, aby bylo mozné jeradit do specititéjSi kategorie. SmiSené tumory maiji
naopak biiky diferencované, avSak obsahuji 2 nebo vice zibadaich busénych typ
ovarialniho karcinomu (Kurmagt al, 2014, citovano podle Bered al, 2015).

Karcinomy ovarii jsou dale subklasifikovany histgilckym ugenim jejich stup#
diferenciace neboli gradu, ktery koreluje s prognoz U ovaridlnich malignit jsou
uplatiovany 2 systémy dovani gradu, jeden pro serézni karcinomy a druloygstatni typy
karcinomi. U serdznich karcinofnse grade @uje podle tzv. dvoustujpvého systému, kde
se tumory dli na dolle a malo diferencované, respektive ,low-grade* (IG3S
a ,high-grade* (HGSC) ser6zni karcinomy. Oproti EIG(International federation of

gynecology and obstetricsjigstupiovému systému, ktery se dnes pouzivadowdni gradu
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u neserdznich typ karcinomi ovarii, je dvoustufovy systém zaloZzen naigsre
definovanych kritériich, kterymi sefipkategorizaci nadar Ize snadnaidit. Tento systém
obsahuje pouze 2 diagnostické skupiny, je tedpé IEeprodukovatelny. Klasifikace sfiea
v miie jaderné atypnosti a jako sekundarni kritérium se pouziva niutdtifrekvence grena
v poétu mitotickych bugk viditelnych v mikroskopu po nastaveni maximalnib@tSeni
objektivu, coz v publikacich reprezentuje ¢Beni 400x. LGSC se vyz&igi mirnymi
jadernymi znénami a obvykle maji nizsi frekvenci mit6z. HGSC majsokou nuklearni
atypicnost s vyskytem mnohojadernych Bkra vyrazg zvySenou frekvenci mitéz (Malpica
et al, 2004). Oba typy karcinoimisou velmi odlisné, dale diferencované nadory maji lepsi
progn6zu nez mélo diferencované nadory a vyZadudiizt odliSny Klinicky pistup
(Chenet al, 2014a).

Dvoustupiova klasifikace gradu té&hodpovida FIGOifstupiovému systému, LGSC
odpovidaji stupni G1 a HGSC stupni G2 a G3 (Bodwekal, 2012). Tato klasifikace se
pouZziva pro ufovani gradu u neserdznich karcinoovarii. Hlavnim kritériem weni gradu
dle FIGO systému je architektura rostouci tkdavSak s moZznosti zvysit hodnotu gradu
o 1 kategorii v pitomnosti vyrazné nuklearni atgpiosti (Dennyet al, 2012). Kategorie G1
zahrnuje tumory s ddb diferencovanymi hikami, G2 sastén¢ diferencovanymi bitkami
a G3 smalo diferencovanymi iikami. Podobna kritéria hodnoceni vyuziva také
Shimizu-Silverberg systém, ktery se vSak v dne%i¥ &k hodnoceni gradu u ovarialniho
karcinomu pili§ nevyuZivd, u jinych tumér je vSak stale uplabvan. Nadory s malo
diferencovanymi bikami maji obec#& horSi prognézu, nez nadory debdiferencované
(Shimizuetal., 1998).

K popisu anatomického rozsahu onentadnneboli stadia je né&pstji pouzivanou
klasifikaci pro karcinom ovarii FIGO a TNM klasifike, které si navzajem odpovidaji. TNM
systém je zaloZzen na hodnoceni 3 sloZzek, T (ropsatarniho nadoru), N (népomnostci
piitomnost a rozsah metastaz v regionalnich miznizlnach) a M (nefitomnost ¢i
piitomnost vzdalenych metastaz). Jejich hodnocenivgdeno v Tab. 1. Po vyhodnoceni
TNM Klasifikace je mozné it FIGO stadium. Spotma kritéria pro FIGO a TNM systémy
jsou uvedena v Tab. 2. Spravn&ani stadia ma zgay prognosticky vyznam, jelikoZ se
vzrastajicim stadiem pra¥godobnost gtiletého peziti prudce klesa. U pacientek se
stadiem | niZze byt pravépodobnost feziti 5 let od diagn6zy az 84 %, avSak u stadia IV
pouze 7 % (Vlasakt al, 2014).
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T — Primérni nador
TX primarni nador nelze hodnotit
TO bez znamek primarniho nadoru
T1-T4 primarni nador a jeho &gujici se velikost/mistni rozsal

N — Regiondlni mizni uzliny

NX regionalni mizni uzliny nelze hodnotit

NO regionalni mizni uzliny bez metastaz

N1 metastazy v regionalnich miznich uzlinach
M — Vzdalené metastazy

MX vzdalené metastazy nelze hodr

MO bez vzdalenych metastaz

M1 vzdalené metastazy

Tab. 1: Kritéria pro TNM Kklasifikaci zhoubnych novotvara ovarii. Pfevzato a upraveno dle Sobét al,
2009.

TNM Nador ovaria Stadium
T1 NO MO omezen na vajeik(y) I
Tla NO MO jeden vajaik, pouzdro intaktni IA
T1b NO MO oba vajmiky, pouzdro intaktni B
T1lc NO MO ruptura pouzdra, maligniibty v ascitu nebo IC
peritonealnim vyplachu
T2 NO MO Steni v panvi Il
T2a NO MO dloha, vejcovod(y) A
T2b NO MO jiné panevni tkan 1B
T2c NO MO 2a nebo 2b, malignitiky v ascitu nebo peritonealnim vyplachu Ic
T3 NO MO/ per_itor]eé}lni mgta§tézy r_nir:no panev a/mabtastazy v I
T* N1 MO regionalnich miznich uzlinach
T3a NO MO mikroskopické peritonealni metastazy A
T3b NO MO makroskopické peritonealni metasta2ycm B
T3c NO MO/ pe(itor)eé}lnl' mgta§téza(y) > 2 crrebb metastazy v Mo
T* N1 MO regionalnich miznich uzlinach
T* N* M1 vzdalené metastazy (mimo peritonealnich) V|

Tab. 2: Spol&nd kritéria pro TNM Kklasifikaci a FIGO stadia. * vyjadiuje jakékoliv T nebo N. ifevzato

a upraveno dle Odicino, 2009.

DalSim kritériem napomahajiciméani prognozy je exprese higného proliferaniho
markeru Ki67, stanovend imunohistochemicky v préeem pozitivnich bugk jako index
proliferatni aktivity. Protein Ki67 je v bice gitomen pouze édhem aktivnich fazi bugtného
cyklu, tedy v G1, S, G2 a M fazichem GO faze se nevyskytuje, a je tak idedlnim rmarke

proliferace. V mitéze se vyskytuje na povrchu kamtevanych chromozoin Funkce Ki67
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byla odhalena v po#nn¢ nedavné dab Zjistilo se, Ze se jedna o strukturni proteitedity
pro vytvaeeni perichromozomalni oblasti kondenzovanych chmom, kter4d obsahuje
mnoho proteifi pro spravny prbéh a ukoreni dleni. Jeho role v interfazi vSak stale neni
pIné objasrna (Boothet al, 2014). Index proliferéni aktivity pozitivré koreluje s hodnotou
gradu, stadia a pravdodobnosti relapsu a progrese, negétiyiak s délkou fezivani
(Garzettiet al, 1995; Liuet al, 2012). Proliferaéni index u HGSC je vy33i neZ u LGSC, coz
zakonit koreluje s vySSi agresivitou a frekvenci mitéz G$C (Sundowet al, 2013). Na
druhou stranu bylo zji§ho, Ze nadory s vySSim proliférdm indexem |épe odpovidaji na
chemoterapii na bazi platinového derivatu, nez nadenizkym indexem. MoZnym
vyswtlenim je mechanizmus¢éiinku chemoterapeutik zaloZeny na indukci apoptény p
poSkozeni DNA a nasledném zastaveni¢boaho cyklu, ¥tSi reakci maji tedy prolifetaé¢
aktivrejSi buiky (Garcia-Velascaet al, 2008; Schmeleet al, 2008). Proliferani marker
Ki67 ma diky svym prognostickym hodnotam velky vgem i klasifikaci ovarialniho

karcinomu.

2.1.2 V¢éasna diagnostika a preventivni skrinink

Absence preventivnich skrininkovych nasiropro Wasnou diagnostiku se projevuje
odhalenim onemoeéni az v pokréilych stadiich, kdy je kurativni efekt dBy prakticky
vylouceny. Mezi zakladni charakteristiky zhoubnych nddpati produkce tzv. nadorovych
markefi, které se vyuzivaji k diagnostice, vy®stani, sledovani dinnosti I&by, ukeni
prognézy nebo ke kontrolam, zda u pacienta ned&Slecidiw. Fi snaze o zavedeni
celoploSného vySa&ivani, které by vedlo kéasné diagnostice ovaridlniho karcinomu, byly
vyvinuty metody zahrnujici siieni hladiny nadorového antigenu CA-125 (cancerganti
125) a vySdéeni vaginalnim ultrazvukem. CA-125 je multifumk transmembranovy
mucindzni glykoprotein nachézejici se na apikalmeimbrag nekterych epital (Blalock
et al, 2007). Skrininkové testy bydty dosahovat vysoké prediktivni hodnoty, tudiZ mugi
velmi senzitivni a specifické. Sledovéani hladinykgiproteinu CA-125 vSakiflis spolehlivé
neni. Mnozstvi CA-125 byva zvySené (norma do 35 IYJ/mu jinych onemoc#ni
a zdravotnich stdy neZ je zhoubny tumor ovaria, jako je tiafad endometriéza nelitasné
faze thotenstvi. DalSi komplikaci je, Zze ne vidy je htadiCA-125 pi ovarialnich
malignitach vysSi, zvySeni bylo zaznamenanoriblipné 81 % vSech fipadi (Takahashi
et al, 1986), avSak u pacientek s onemwdm ve stadiu | pouze u 50 % (Vlasék al,
2014). Studie zabyvajici se ugitesti skrininku pomoci pravidelného stanovovani 2shad
CA-125 a vySd@bvani vaginalnim ultrazvukem nezaznamenala poklegatity u testovaci
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skupiny vzhledem k pacientkdm s obvykloucip€Buys et al, 2011). CA-125 tedy neni
nejvhodrjSim diagnostickym markerem, tbe se vSak vyuZivat pro sledovaniikghu
terapie.

DalSim markerem vyuZivanym v diagnostice ovarianiarcinomu je glykoprotein
nadvarlete HE4 (Human Epididymis Protein-4), jeha¥rmalni hladina se pohybuje do
89 pmol/l. Biologick& funkce proteinu je doposudzm&ma. Oproti glykoproteinu CA-125
vykazuje HE4 menSi faleSnou pozitivitu a je tugigdafictejsi, jako marker ma vSak také své
nedostatky (Hellstromet al, 2003). Ve stadiu | oproti nddorovému antigenu Tf%
vykazuje ¥tSi senzitivitu, jeho hladina byla zvySena u 70 ¥pauli, a pokud se oba markery
pouZily sodasre, senzitivita se zvySila na t&mn88 %, cozZ ale stale neni dasatfci (Vlasak
et al, 2014). Dalsi limitaci diagnostiky vyuzivajici HEg} Ze se jeho hladina navySuje pouze
u karcinonmii nemucinézniho typu. Nadprodukce HE4 byla detekavam 100 %
endometroidnich, 93 % serdznich a 50 %tlebuni¢nych karcinonmi, u mucinéznich ani
v jednom pipact (Drapkin et al, 2005). Z hodnot CA-125, HE4 a menopauzalnihouwtav
pacientky Ize vypéitat tzv. index ROMA (risk of ovarian malignancygatithm), coz je
algorismus, ktery byl vyvinut k odhadu rizika vzaikvarialniho karcinomu a byl prokdzan
jako vhodna metoda ke zlepSeni priméarni detekcenongéni (Novotnyet al, 2012).

Ackoliv existuji markery spojované se zhoubnymi ng&dajeiniku, prozatim nebyla
vyvinuta vhodna metoda pro jejich celoplosny skiiniJe tedy zaptebi nalézt nové markery

a zvysSit specifitu a senzitivitu vy3evani a diagnostiky.

2.1.3 Genetické pozadi tumorigeneze ovarialniho karcinomu

Po analyze studii zabyvajicich se genetickymi prafadoi byly navrzeny 2 hlavni drahy
vzniku sporadického ovaridlniho karcinomu (Shih @rdan, 2004). Mezi nadory vznikajici
cestou typu | p@t LGSC, dale endometroidni, mucindzni, Brennerovgwitlobuni¢né
karcinomy. Uvedené tumory jsou charakteristické aneii v genech opravného systému
DNA a proteirii (¢astnicich se signalizace owliyjici proliferaci, nap BRAF (V-Raf murine
sarcoma viral oncogene homolog BKRAS(Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog),
PTEN (phosphatase and tensin homolog) nebo gerfqmatenin, ale nevyskytuje se u nich
mutace genurP53 (tumor protein 53) kodujiciho tumor supresorovptpm. Tyto nadory
pravdpodobré vznikaji postupd z divéjSich patologickych stdv pres hranini az

k invazivnim tumoiim (Singeret al, 2003; Geyeet al, 2009; Sundoet al, 2013; Hunter

et al., 2015). Vzhledem k jejich tumorigenezi a mutovangemim maji oproti HGSC
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vysokou aktivitu MAP kinaz (mitogen activated kiegskteré pes dalSi mediatory reguluji
expresi gef proliferace a bustného cyklu (Sundoet al, 2013).

HGSC vznikaji drahou typu Il (k této draze jsotirgzeny také nediferencované,
smiSené a dkdy i endometroidni karcinomy s vysokym gradem) tsarakteristickymi
mutacemi gend P53 ve vice nez 95 %ifpadi, bez vyskytu gedchazejicich patologickych
stawi a mutaci charakteristickych pro drédhu typu I. \éd@dm k odliSnym draham vzniku
téchto tumoti skrze hnaci mutac&P53 vznikaji rychleji nez ostatni typy, a proto jsou
diagnostikovany az v pozdnich stadiich (Gegeral, 2009; Ahmedet al, 2010; Sundov
et al, 2013).

Priblizné 12 % pacientek s ovarialnim karcinomem m&i¢hou formu tohoto
onemocgni zpisobenou mutaci v genech souvisejicich s tumory BRGA1neboBRCA2
(breast cancer 1/2). Mutace v uvedenych genech aknah zvySuje riziko vzniku nadoru
ovaria. V fipact BRCALlje prav@&podobnost vzniku onemoéni do 70 let ¥ku 39 %,

v piipadt BRCA211 % (Antoniouet al, 2003).BRCAlmutace také souvisi s propuknutim

onemocgni v pongrné brzkém ¥ku (Rischet al, 2001).

2.1.4 Terapie ovarialniho karcinomu a chemorezistence

Karcinom ovaria pdi mezi takzvané nadory chemosenzitivni, jedna sk t@ tumory
reagujici na l&bu, ale ne chemokurabilni, coZz znamena, Ze onefmbo@omoci cytostatik
vylécit nelze. Proto je néastjSim primarnim terapeutickym krokenthia chirurgicka. Cilem
chirurgického zakroku je stanovit rozsah onendaémpomoci odbru dostaténého mnozstvi
bioptickych vzork z okolnich orgéaih a miznich uzlin, provést pokud mozno optimélni
cytoreduktivni vykon a ziskat histopatologickou gfi@zu. Chirurgické weni rozsahu
onemocgni je velmi dilezité pro zvoleni dalSiho postupulg. Ve wtSiné piipadi je po
primarni cytoredukci u pacieht vy38im stadiem onemagen nasazeno 6 sérii kombinované
adjuvantni chemoterapie (chemoterapie podavana pdrurgickém zakroku) na
béazi platinového derivatu a taxanu, respektive dpldtiny a paklitaxelu v 21dennich
intervalech. Jako platinovy derivat se misto katatpy vyuZiva i cisplatina, ktera ma vSak
vySSi miru neZadoucich ¢iaki a u ovaridlniho karcinomu srovnatelnowininost

s karboplatinou (Du Boist al, 2003). BohuZel se u nadove &tSin¢ pripadi diive nebo
pozcji rozvine chemorezistence k podavanyrivém. Podavani paklitaxelucinnost I&by
zvySuje, pedevsim v fipadech vzniklé rezistence k platinovych deriwat(Thigpenet al,
1994).
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U casnych stadii onemoéni je adjuvantni l&ba indikovana pouze u rizikovych
skupin, tedy u pacientek se stadiem IA a IB s gradke dale s IC a se &oburg¢nymi
karcinomy. Alternativnim postupem ¥ipadech, kdy je nador prim&minoperabilni, je
nasazeni 3-4 cykl neoadjuvantni chemoterapie @ podavana ipd chirurgickym
zakrokem) na bazi platinového derivatu a taxanilesnczmensit tumor nebo zlepSit stav
pacientky a umoznit operabilitu nAddoru. Nevyhododdvani neoadjuvantni chemoterapie je
moznost vzniku chemorezistence nadoru a nasledh& senzitivity budk klécbé po
chirurgickém zékroku (Kimet al, 2013). Chirurgicky zésah je ¥ipad poteby mozné
opakovat, Ize také provést laparoskopii pro kootrstiavu v pitbéhu &by, nebo paliativni
zakrok scilem ulevit od bolesti paciémt ve finalnim stadiu onemoéni
s chemorezistentnim tumorem (shrnuto v Rametesd, 2011; Sewik, 2012).

Navzdory tomu, Ze cytostatickackia u ¥tSiny pacientek vede k dosazeni dobrych
vysledka, bohuZel neojedifte dochazi krecidiv nemoci. V prvni skupih pacientek,

u kterych je podeaeni na recidivu, dochazi ke zvySeni hladiny tuméhmvmarkeru CA-125,
aniz by byly gitomny klinické nebo radiologickériznaky relapsu jako je tomu u skupiny
druhé. V takovémifipadt se jedna o tzv. sérologicky relaps azm gedbihat relaps klinicky

a radiologicky i o #kolik meésiai. Studie zabyvajici se efektem podéni cytostatik
v asymptomatickém sérologickém relapsu nepotvrdiladlouzeni celkovéhoiezivani i
¢asném nasazenickly, chemoterapie se v tomtdipact tedy nedoportuje (Rustinet al,
2010).

V ptipact klinického relapsu je weZité stanovit délku intervalu mezi uk@mim
chemoterapie prvni linie a objevenim recidivyippdré dalSiho rozvoje onemoéni. Podle
délky intervalu se stanovuje senzitivita tumoru l&tipovému derivatu, jako
po vice nez 12 wsicich od ukoteni I&by, je tumor oznéovan jako platina-senzitivni
a miZze byt opt nasazeno platinové cytostatikum. ¥pgads progrese nebo relapsu do
6 mesial je nador oznédovan jako platina-rezistentnifiprelapsu do 6—12 #siai je tumor
ozna&ovan jako intermediarni (ONKOGYNEKOLOGIE, URL5). Ra nador od p&atku
lécby na platinové chemoterapeutikum nereaguje, nelpdedk progresi Ehem I&€by prvni
linie, je ozn&ovan jako platina-refrakterni. \fipadech rezistence k platinovym derivatse
zvazuje alternativni fba neplatinovymi chemoterapeutiky, mnapgemcitabinem nebo
topotekanem, ipadré Iécba hormonalni nebo biologicka (shrnuto v 8ky2012).

Beéhem biologické &by se najastji vyuziva inhibitor angiogeneze bevacizumab, coz

je monoklonalni protilatka vaZici se na vaskul@&mdotelidlni istovy faktor VEGF (vascular
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endothelial growth factor), ktery je sekretovansntry. Protilatka zabralje vazlé VEGF na
receptor, coZz vyvola blokaci signalni drahy vedokei vzniku novych cév, které nador
potiebuje ke své vyziu Tim dojde k zastavenfistu nebo zmenSeni tumoru (Prestaal,
1997). Mnohé Kklinické studie prokézaly vyznamnyapeuticky potencial bevacizumabti p
lécbe¢ ovaridlniho karcinomu (Burgest al, 2011; Aghajaniaret al, 2012; Pujade-Lauraine
etal., 2014).

Ackoliv neni uzivan Kk l&¢ ovarialniho karcinomu v klinické praxi, byl
u platina-rezistentnich nadors amplifikovanym nebo nadimé exprimovanym genem
ERBB2 (Erb-B2 receptor tyrosine kinase 2) kodujicim gm&indzovy receptor pro
epidermalni #stovy faktor prokazan pozitivni débny &inek monoklonalni protilatky
Herceptin (trastuzumab) v kombinaci a karboplatiropaklitaxelem (Ray-Coquaret al,
2008). Protilatka se vaze na receptor ERBB2 a mafgatak genosu signalu sénem
k progresi bu&ného cyklu (Cheetal., 2003). MnoZstvi pacientek s amplifikaci tohotmge
se vSak viznych studiich lisi, jejich zastoupeni se pohylmge6-40 % (Medkt al, 1995;
Ray-Coquarcet al, 2008).

Po vy¢erpani dalSich moznosticley 1ze nasadit hormonalni terapii tamoxifenem, coz
je selektivni modulator estrogennich receftoizv. SERM (selective estrogen receptor
modulator). Cilem této terapie je ruSitedpokladané {sobeni estrogenu skrze estrogenni
receptor a tim zablokovattipluSsné signalni drédhy vedouci k Btné proliferaci, motili¢
a invazivie nadoru (Katzenellenbogeat al, 1987; Sanchezt al, 2010). Tamoxifen
pravdpodobré inhibuje proliferaci i skrze MAP kindzovou drédhezavislou na expresi
estrogennich recepfarjelikoz dle rgkterych studii Ginnost této terapie s jejichrippmnosti
nekoreluje (Schwartat al, 1989; Mabuchet al, 2004).

Chemorezistence, jinak také necitlivost &i& chemickymi latkami je stav, kteryip
I&¢b¢ ovarialnich i jinych malignit vyraznsniZzuje @innost I€by. Rezistence k é&vim mize
byt primarni, ta je dana genetickou vybavou paeiennhadoru, a nebo sekundarni (ziskana),
ktera je vyvolana az po aplikaci cytostatiki iezistenci nadoru ke kombinactié se hovdi
o tzv. mnohoetné lékové rezistenci. Mechanizmy vzniku chematenice jsou intenzivn
studovany, v satasné dob existuje rkolik modefi vzniku chemorezistence, které jsou
shrnuty v Obr. 3. Népstji je chemorezistence spojovana stzv. ABC transppr
(ATP-binding cassette transporter), které zgamtitovavaji export kéva z buiky a transport
v ramci burge¢nych kompartmerit coZz gimo ovliviiuje hladinu Iéiv. Ur¢eni spravného
davkovani medikamentu, které je préininou I&bu nezbytné, je tim velmi komplikovano
(shrnuto v Gottesmaet al, 2002).
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Obr. 3: Mechanizmy vzniku chemorezistenceRezistence k Bvim mize byt vyvolana zvySenym exportem
Iéciv z buiky, predevSim pomoci ABC transporiéDalsi problém fedstavuje snizeny importci® do buiky,
aktivace detoxikénich systéra zbavujicich biiku cizorodych latek, aktivace DNA reparace po nawéz
platinovych derivdl, nebo zablokovani drah vedoucich k apoptozeiikiap @i mutaci p53. Revzato

a upraveno dle Gottesmanal, 2002.

2.2 Platinové derivaty a taxany

Platinové derivaty se vyuZivaji jako chemoterapeutidéhbé Siroké Skaly onkologickych
onemocgni. K l&hé ovarialniho karcinomu se vyuziva karboplatinaspletina (viz Obr. 4),

avSak dalSi platinové derivaty jsotegnétem mnoha klinickych studii.

O

Obr. 4: Strukturni vzorec cisplatiny (A) a karboplatiny (B). Prevzato z Dasari a Tchounwou, 2014,

Jak jiz bylo zmigno, @i Iécbé ovaridlniho karcinomu se r@jstEji vyuziva
kombinovana l&ba platinovymi derivaty spolu s taxanyjedevSim paklitaxelem, jehoz

struktura je znadzosma na Obr. 5.
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Obr. 5: Strukturni vzorec paklitaxelu. Prevzato z Rowinsky a Donehower, 1995.

2.2.1 Transport pires buré¢né membrany

Bylo identifikovano rkolik moZnych cest transportu platinovych deriv& taxalh pres
plazmatickou membranut aiZ dovnit, nebo ven z hiky. Létiva se mohou dostat do itky
aktivni cestou skrze membranové transportéry, nedasivni diftzi. Mezi proteinydastnici
se transportu platinovych deriviapati transportéry z rodin ABC, SLC (solute carrierpbae
med’ transportujici ATPazy. ABC a SLC transportéry gasini i transportu taxénProteiny
zprostedkovavajici transport jsou pratlu zasadni, souvisi s jejéidnosti a jsou népst;si
pricinou vzniku chemorezistence, jeliko¥ipo ovliviwji akumulaci léiv v buice. DileZity

je také transport & mezi burg¢nymi kompartmenty.

2.2.1.1 ABC transportéry a chemorezistence

ABC transpotéry tvii patetnou rodinu membranovych transpoit@émoziujicich genos
latek mezi bikou a extracelularnim prdstdim, nebo mezi bétinymi kompartmenty.
PInohodnotné ABC proteiny obsahuji 2 ATP vazebnén@uy neboli NBD (nucleotide
binding domain), které jsou lokalizovany v cytosalobsahuji charakteristické konzervované
Walker A a B motivy patbné pro vazbu a hydrolyzu ATP (Wallatral, 1982). Mezi&mito
motivy byla identifikovana dalSi konzervovana tzsignature” sekvence, nazyvana také jako
Walker C motiv (Kaminsket al, 2001). Déle se v transportérech nachézi 2 tranemierave
domény slozené z 6-1d-helixa, které vytvéi membranovy kanal a &uji substratovou

specifitu. Kron¢ plnohodnotnych ABC transportérjejichz schéma je znazamo na Obr. 6,
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existuji také tzv. polo¥ni transportéry obsahujici pouze 1 NBD a 1 transménudwou
doménu. Takové proteiny musi formovat homodimery nelierbéimery, aby vytviily
funkéni transportér (Liet al, 1999). Rhem transportu se vyuZiva vazby a hydrolyzy ATP,
uvolnéna energie je v eukaryotnich tkaéch vyuzita pedevSim pro aktivni export
nejrazrejSich latek z cytosolu, néilad cuki, ionti, vitamini, lipidd, steroti nebo I€iv
véetre platinovych derivat a taxaii. ABC transportéry jsou exprimovany ve vSech lidskyc
tkanich, jednotlivé tkanse vSak zastoupenim¢iych ABC tranportéi liSi (shrnuto v Dean
et al, 2001).

Extracelularni
prostredi

™ NBD ™ NBD

Obr. 6: Struktura typického plnohodnotného ABC transportéru. Zluté oznaené oblasti fedstavuiji

transmembranové domény (TM), ntecbzngené NBD domény. ievzato a upraveno dle Beegal, 2012.

ABC transportéry jsou, dle sekwari homologie, struktury genu a uspdani domeén,
roz&lovany do 7 podrodin, ABCA aZz ABCG. Rozsahlé sturiddyvajici se prognostickym
vyznamem vSech lidskych ABC transpoitéu nel€eného kolorektalniho karcinomu
a u neoadjuvantnlééeného karcinomu prsu potvrdily, Ze hladiny jejictpese na urovni
MRNA mohou byt v nadorové tkani oproti kontrolni nk&ryznamr deregulované, a Ze
mnoho &chto proteiri ma prognosticky vyznam (Hlavaga al, 2012; Hlavaet al, 2013).

NejstudovasjSim ABC proteinem v souvislosti s mnafetnou Iékovou rezistenci je
ABCBL1, jinak nazyvany jako MDR1 (multidrug resistajc Tento transportér byl poprvé
identifikovan v roce 1976 jako glykoprotein se zeggm vyskytem v kolchicin rezitentnich
kieccich ovarialnich bugenych liniich CHO oproti identickym standardnim Imii(Juliano
a Ling, 1976). ZvySena exprese ABCB1 byla detekavan47 % nek&nych pacientek

s ovarialnim karcinomem. Tyto pacientkylsn neg@iznivou prognézu, signifikanthmensi
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reakci na kombinovanou dBu s platinovymi derivaty a kratSigzivani (Baekelandtt al,
2000). Pacientky ve vySSich stadiich nemoélynvySSi hladinu transkriptdBCBla vySsi
expresi proliferéaniho markeru Ki67 ve srovnani s pacientkami sd&néguokratilym
onemocgnim (Ehrlichovaet al, 2013). Bylo prokazano, Zze podavani platingZe vyvolat

i ziskanou mnohtetnou lékovou rezistenci v b&mych liniich ovarialniho karcinomu
SKOV3, ve které po expozici k platinovym deritdt doSlo k indukci exprese ABCB1 (Yang
a Page, 1995). Podobny jev byl pozorovan takédavani taxaink primarnim buiénym
liniim karcinomu prostaty neténych pacierit U tohoto onemocmi byl také pozorovan
postupny rozvoj chemorezistencghbm progrese nadoru, ktery koreloval siséem exprese
ABCBL1 (Sancheet al, 2009).

Mezi dalSi transportéry, které jsou v souvislosthisoh@etnou Iékovou rezistenci
intenzivre studovany, pak proteiny ABCC1l, ABCC2 a ABCC3. Studie pacientek
s ovarialnim karcinomem, u nichZegl I&bou nebyla nalezena zvySena exprese genu ani
proteinu ABCB1, detekovala vy3Si hladiny transkrigeni ABCCla ABCC3u pacientek
s hor§i progn6zou. Vysoka expre#®BCC1 korelovala s kratSi dobou bez progrese
onemocgni. BEhem studie byla imunohistochemicky&ena také exprese ABCC1 a ABCC3
na arovni proteinu. Pacientky poté podstoupily adpini I€bu zahrnujici platinové derivaty
a taxany, jejichZ &innost byla negativhovlivnéna expresi danych transpatéOhishietal.,
2002). Vyssi hladina ABCC2 u pacientek korelovalaasi dobou bez progrese, kratSim
prezivanim, rezistenci k platinovym derit&t a vy3Sim gradem (Surowiak al, 2006).

U mnoha dalSich nadorovych onemétih nag. kolorektélniho, plicniho nebo
hepatocelularniho karcinomu byla identifikovana dtace mezi vySSi hladinou ABCC
transportéi a rezistenci k platinovym derivdh a taxaém (Hinoshitaet al, 2000; Young
etal., 2001; Koritaet al, 2010).

Dulezitym proteinem souvisejicim s rezistenciduém u karcinomu prsu je ABCG2,
jehoz zvySena genova exprese v MCF-7 liniich k¢geetumnohoetnou Iékovou rezistenci
(Doyle et al, 1998). ZvySené hladiny tohoto proteinu u pacierst@rsnim karcinomem také
koreluji s vy§Sim stadiem onemeain pritomnosti metastaz v lymfatickych uzlindch a tedy
i s horSi prognozou (Xianegt al, 2011). U ®kolika burg¢nych linii ovarialniho karcinomu
snizeni expresABCG2vedlo ke zvySeni senzitivity kd&am zahrnujici platinové derivaty
(Chenet al, 2014b).

Z dalSich zastugc rodiny ABC transporté, u kterého byl prokazan prognosticky
vyznam u nadorovych oneménmi, je protein ABCA2. R jeho zvySené expresi byla
u burgénych linii embryonalnich fibroblast HEK-293, karcinomu prostaty DU145
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a karcinomu ovarii SKEM identifikovana rezistencedtradiolu a estramustinu (It al,
2004), a p vysSi hladig transkriptu rezistence k mitoxantronu u Btmé linie
maloburt¢ného karcinomu plic GLC4 (Boonstrat al, 2004). U paciefit s akutni
lymfoblastickou leukemii byl prokdzan vztah mezi \y3$8adinou transkriptuABCA2
a mnohdetnou lékovou rezistenci (Rahgozer al, 2014). U bu&cné linie ovarialniho
karcinomu SKEM rezistentni k estramustinu doSlo ptisanse terapii proti mRNA genu
ABCAZ2k reverzi rezistence (Laingt al, 1998). Vztah k platinovym derividh a taxafim
zatim nebyl identifikovan.

Korelace zvySené exprese uvedenychigechemorezistenci podporuje funkathto
transportéir jako exportéi IéCiv, schéma mechanizmu tohotéj@ je zndzoréno na Obr. 7.
Zminéné proteiny pedstavuji nejvice studované ABC transportéry vejitgsti s Iékovou
rezistenci, avSak mnoho dalSich s&agini transportu & a mohou tedy s timto jevem
souviset.

Extracelularni
prostredi
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Obr. 7: Mechanizmus funkce ABC exportéi. Behem transportu liganduigs membranu se vyuziva vazby
a hydrolyzy ATP. H nenavazaném ATP v NBD doménéch je transportéfetesnérem do biiky a je schopen
navazat ligand v cytosolu. Po navazani ATP dojaBnkerizaci NBD domén, kter4 vyvola 2mu konformace
transmembranovych domén a dteM transportéru strem ven z bitkky. V této fazi dochazi k vlastnimu
transportu ligandu. Po hydrolyze ATP a odstrdnADP a fosfai dojde ke zminé konformace a navraceni
transportéru dogvodniho stavu, kdy je schopen vazat ligand v cytos&evzato a urpaveno dle Begg al,
2012.
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2.2.1.2 SLC transportéry a chemorezistence

Membranové transportéry zrodiny SLCregstavuji dalSi peetnou skupinu protein
zprostedkovéavajicich import a exportigs plazmatickou membranu i vmt burécné
membrany. Jedné se o fumi rodinu transportér jelikoZ jednotlivé podrodiny mezi sebou
sdili pouze malou sekveni homologii (Hoglundet al, 2011). Podskupiny SLC transpoitér
maji odliSnou stavbu, ktera vSak vzdy zahrnujeny paet o-helixi v membras. Tyto
transportéry fenasi nejiznéjsi latky, napiklad ionty, cukry, aminokyseliny, mastné kyseliny
nebo I€iva. Frenos probiha skrze pasivni transport p@rsielektrochemického gradientu,
nebo skrze sekundarni aktivni transport protérsmelektrochemického gradientu pomoci
symportu nebo antiportu s jinou molekulou, kterapséiybuje po swru svého gradientu
(shrnuto v Heet al,, 2009).

Nékteré podrodiny SLC transportéhraji dilezitou roli v akumulaci l&v v buice.
Podrodiny SLC31 a SLC22 jsouldZitymi importéry platinovych derivatdo burtk, SLC47
jsou naopak exportéry. Proteiny SLC31 neboli CTRopfer transporter) obsahuji
2 transportéry se Iransmembranovymi doménami a jsotledité pro udrZzeni spravné
intracelularni koncentrace &di. Bylo prokdzano, Ze SLC31A1 zprieikovava import
platinovych derivat do burkk a jeho ztrdta vede ke snizené akumulagivée a vzniku
chemorezistence u mySich fibroblasfLarson et al, 2009). U pacientek s ovarialnim
karcinomem byla prokazana zvySena senzitivita krmmaym derivatim pri zvySené expresi
SLC31A1 Nizké exprese naopak znamenala kratSi dobu bmpgse onemoeni a kratSi
prezivani. B vysoké expresiSLC31A2a nizké expresBLC31Alpacientky vykazovaly
signifikantre kratSi dobu bez progrese a rezistencicki#gm, coZz nazn&je mechanizmus
funkce SLC31A2 skrze SLC31Al. Pémexprese dchto gerd by mohl slouzit jako
prognosticky faktor (Leet al, 2011).

DalSimi proteiny regulujicimiifijem I&iv jsou SLC22 se 23 z&stupci, do nichZipat
transportéry organickych katidnfOCT (organic cation transporter), andr®AT (organic
anion transporter) a katianhebo zwitteriof OCTN (organic zwitterion/cation transporter).
SLC22 obsahuji 22 transmembranovych domén a meeh jeubstraty pat kromé ionti
aminokyseliny, neurotransmitery @aznd I&€iva, wetné platinovych derivat. Nejvyssi afinita
transportélr SLC22A1 a SLC22A2 byla uiznych bugcnych linii prokazana k oxaplatin
mirnd k cisplatin a téngt Zadnad ke karboplatin Indukce exprese génpro SLC22
v burgénych liniich HEK-293 vyraz#izvySila akumulaci oxaplatiny v Bikdch, mirg zvysila

akumulaci cisplatiny, a jejich mnozstvi tedyade ovlivnit citlivost nadair k této l&be
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(Zhanget al, 2006; Burgeet al, 2010). Genotypizai studieSLC22A4a SLC22A5%0dhalila
varianty gefi souvisejicich s dilkou doby do progrese (Angeéhial, 2013), v gkolika
nadorovych liniich byla také sniZzend hladina prateSLC22A5 oproti kontrolam, coz
naznauje roli tohoto transportéruripvzniku nadof (Scaliseet al, 2012).

Dulezitymi exportéry léiv jsou proteiny z podrodiny SLC47 neboli MATE (rtidfug
and toxin extrusion). Tato rodina obsahuje 2 z&sup 13 transmembranovymi doménami,
zasadni pro extruzi metabolického odpadu a xenigbi®ylo prokdzano, Ze mezi jejich
substraty pét také platinové derivaty (Yonezawéal, 2006).

V burg¢nych liniich ovarialniho karcinomu A2780 byla idiéikbvana rada
deregulovanych geénpro SLC transportéry, nazagici jejich moZnou ulohu v nadorovém

metabolizmu (Januchowskt al, 2014).

2.2.1.3 Méd transportujici ATPazy a chemorezistence

Med’ transportujici ATPazy ATP7A a ATP7B jsou intradéhai transportéry dastnici se
udrZzeni spravné koncentraceédn v buice. Zprostedkovavaji jeji aktivni export skrze
transport z cytosolu dotrans-Golgiho aparatu, ze kterého je naskedrezikularni
sekretorickou drdhou exportovana zikyt Krom¢ Kkationti meédi tyto transportéry
pravdEpodobré zprostedkovavaji také export platinovych deriidjelikoz jejich gitomnost
meéni senzitivitu busk k €mto I&ivaim (Samimiet al, 2004). Studie prokazaly, Ze vySSi
exprese ATP7B u pacientek s ovarialnim karcinomeouvisi s horSi prognézou
a chemorezistenci k platinovym deriwdt (Nakayamaet al, 2004). Podobny vysledek
u pacientek s timto onemagnim byl ziskan v fipadt ATP7A, jehoz vySSi exprese koreluje

s kratSim peZivanim pi 1écb¢ platinovymi derivaty (Samimet al, 2003).

2.2.2 Mechanizmus pisobeni platinovych derivafi

Po pichodu platinovych derivatdo cytosolu dojde k jejich aktivaci pomoci hydmty

V ptipact cisplatiny dochazi k vygm¢ atomu chléru za molekulu vody, u karboplatiny d@ojd
k roz8€peni vazby platiny s 1,1-cyklobutandikarboxylate @ipojeni molekuly vody. Oba
derivaty tedy naslednreaguji steji Vzniklé skupiny jsou silé elektrofilni a interaguji
s nukleofily v buice, napiklad s atomy dusiku v nukleovych kyselinach netadosny siry
cysteinu a methioninu v proteinech. Aktivované iplaé derivaty tak mohou vyt
kovalentni DNA adukty za odstréam navdzané molekuly vody a spojovatézce DNA,
piipadré fettzec DNA a protein. Bhem aktivace rize dojit k 1 nebo 2 hydrolyzam,
platinovy derivat pak tvd bud monoadukty, nebo diadukty (shrnuto v Kelland, 2007
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De Souseet al, 2014). Bylo dokazéno, Ze cisplatina vyfvadukty kovalentnim navazanim
na N7 pozici purinovych bazijigdevSim guaninu. N&stji dochazi k formovani diaduktu
a intrafettzcového propojeni sousedicich batédevsim GpG 1,2 intrgetezcovému spojeni
(60-65 %), méa pak k ApG 1,2 intrdettzcovému spojeni (20-25 %). Megasto niize
dochézet Kk intragettzcovym spajm 2 guanif separovanych 1 neplatinovanou bazi, ke
vzniku monoaduktu s guaninem, nebo Kk irfts#zcovym spojenim guanin viz Obr. 8
(Fichtinger-Schepmaet al, 1985; citovano podle (Kelland, 2007). Podobndedisy tvorby
DNA adukti byly pozorovanyn vitro také u karboplatiny, coZz potvrzuje stejny mechamig

Gcinku s cisplatinou (Blommaeet al, 1995).

N7 pozice guaninu NH,;
H Pt
M NH,
N-H----0 N
NH; X N
. T
s Pt s C N H-N G o —
NH; H,0 —
N N
¢ O----H-N
H
Intra-fetézcoveé spojeni Inter-fetézcove spojeni

Obr. 8: Tvorba platinovych DNA adukti. Aktivovany platinovy derivat svou elektrofilni skimpu atakuje
nukleofilni N7 pozici guaninu za vzniku kovalentr@gizby a uvolani molekuly vody. Nasledndochazi ke druhé
hydrolyze a platinovy derivat vyt¥idintratettzcovy nebo interetezcovy DNA adukt. fevzato a upraveno dle
Kelland, 2007.

DNA adukty neni konformaci DNA a zabralji spravnému mibéhu replikace.
Poskozeni je rozpoznarradou proteifi, které nasledhspousti 1izné mechanizmy vedouci
k apoptdze, které jsou shrnuty v Obr. 9. Centralmiateinem, ktery se dastni mnoha
signalnich drah souvisejicich s reparaci DNA a &jEmu je tumor supresorovy protein p53.
Mutace TP53 jsou ¢astnymi genetickymi z#&mami ovarialnich karcinofp které mnohdy
vedou ke zvySené expresi proteinu (Havrileskgl, 2003). ZvySena exprese p53 (exprese ve
vice nez 10 % buk tumoru) byla detekovana az u 63 % pacientek (@arelascoet al,
2008), picemz v rgkterych studiich vysoka hladina exprese korelogataatSim pezivanim
(Vanderzeeet al, 1995), vySSim gradem aétgi pravépodobnosti vzniku rezistence
k platinovému derivatu, jedna se tedy o protein ts&étau funkce (Nakayamat al, 2003).

U burgénych linii ovarialniho karcinomu IGROV-1 s indukawau rezistenci k cisplatirbyla
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zaznaménana niZzsi frekvence apoptozy¢tdiwyskyt mutaciTP53 nez u fivodni linie bez
navozené rezistence. Mutace tohoto genu vede KBzynproteinu se ztratou funkce, coz
vyusti zablokovanim signalnich drah vedoucich k &jpmp(Pereget al, 1996).
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Obr. 9: Mechanizmus indukce apoptdzy platinovymi devaty. Piitomnost DNA adukt je rozpoznandadou
proteini, které aktivuji signélni drahy vedoucitbw do apoptdzy id nemoznosti opravy DNA. Deregulace
proteini WCastnicich se danych drahike vést ke vzniku chemorezistencée\2ato a upraveno dle Siddik,
2003.

2.2.2.1 MMR systém

Do oblasti poSkozeni DNA se vazi tigiad proteiny tzv. MMR (mismatch repair) systému
zaji¥’ujici intergitu genomu opravou kratkych inzerci,ed¢lnebo misinkorporaci bazi. Mezi
lidské MMR proteiny pat MSH2-MSH6 (MutS homolog 2-6), MLH1, MLH3 (MutL

homolog 1 a 3), PMS1 a PMS2 (PMS1 homolog 1, mismadpair system component
a PMS2 homolog 2, mismatch repair system componemntp Pproteiny spolu vytva

heterodimery a rozpoznavaji poSkozenou oblast namiklého DNA vlakna, do které se vazi
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a atrahuji dalSi opravné mechanizmy (shrnuto v fieldoa Hsieh, 2003). &oliv se tento
systém netastni oprav DNA adulit rozpoznava posSkozené misto a jéledity pro
senzitivitu k platinovym derivédtn (Drotschmannet al, 2004). Pedpokladem je, Ze po
rozpoznani poskozeného mista MMR systém aktivughydrvedouci k apoptéze. Studie
vyuZivajici bugéné linie tlustého $éva s deficienci MLH1 a beétné linie endometridlniho
karcinomu HEC59 s deficienci MSH2 tuto teorii potilaozjiSttnim, Ze MMR deficientni
buriky jsou rezistentjSi ke karbolatity a cisplatig, neZ buky s funikinim MMR systémem
(Fink et al, 1996). Rezistence k cisplatibyla zjiS&na také u bustnych linii kolorektalniho
karcinomu HHUA s deficientnim MSH6 (Vaismast al, 1998). Na modelu lidskych
xenograftt (obvykle imunodeficientni mySi s transplantovanylidskym nédorem nebo
nadorovou linii) s methylovanym promotoreMLH1, které jsou rezistentni k platinovym
derivatim, bylo zjis€no, Ze po aplikaci demethyiaich latek dojde k agiovné expresMLH1

a k senzitizaci k i&¢ (Plumb et al, 2000). MMR systém je tedyuabkZity pro spudni
proapoptotickych drah a vznik chemorezistence kbdglatire a cisplatis.

Defekty MMR systému jsou spojovany se vznikem agpézou mnoha nadorovych
onemocgni, nefasgji s dédicnym Lynchovym syndromem, ale i gkterymi sporadickymi
nadory. Pacienti s Lynchovym syndromem majicas§ji defekt v MLH1, MSH2 nebo
MSH6 proteinu, coZz Zjsobuje vysoké riziko vzniku nadorovych onemidn predevsim
hereditarniho nepolypézniho kolorektalniho karcioprale i ovaridlnich nador Defekty
v MMR systému, fesrgji MLH1, MSH2 a MSH6 nejsoucastym jevem u pacientek
s ovarialnim karcinomem, avSak pacientky s timtiektem maji lepSi prognézu (Pal al,
2012). Na rozdil od nadobez MMR defeki jsou v 80 % diagnostikovany v ranych stadiich
a pravépodobnost feziti 10 let od diagnézy dosahuje 80 % (Grindeetlal, 2010).
U pacientek s MMR deficienci doch&zi k rozvoji omeméni v nizS§im ¥ku a jedna se
piedevSim o neserdzni tumory (Ketabi al, 2011). Bhem analyzy zahrnujici pouze
swtloburgcné a endometroidni ovarialni karcinomy bylo necel8c% deficientnich v MMR
proteinech (Vierkoettest al, 2014).

2.2.3 Mechanizmus pisobeni taxani

Paklitaxel je molekula vazici se na 31 N-koncovyshinokyselinp-tubulini, indukujici
polymeraci tubulif, stabilizaci mikrotubul a inhibici jejich rozpadu (Raet al, 1994).
K tomu dochdzi i v fipadt, Ze neni gitomny GTP a proteiny asociované s mikrotubulyréte
jsou k polymeraci $ fyziologickych podminkach zap@bi. Taxany maji 2 hlavni
mechanizmy &nku, jeden je uplaéiovan v pfibéhu mitdzy bugéného dleni, druhy
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vinterfazi. V gfipac déleni neni bitka vzhledem ke stabilizaci mikrotuliulschopna
spravného sestavendlitiho weténka a metafazni roviny, coZz neumozni vypnuttrodmiho
bodu SAC (spindle assembly checkpoint) zajji€iho spravné vytveni dliciho weténka,
naslednou aktivaci APC komplexu (anaphase promotiogplex) spousticiho anafazi,
destrukci pislusnych molekul a vstup do anafaze. Taxany tédplpi zablokovanim mitozy,
které nakonec kaih apoptézou (Jordaet al, 1996; Linget al, 1998). V interfazi naruSeni
dynamiky mikrotubulového cytoskeletu taxany vedpoKkozeni buttného metabolizmu
a apoptoze (shrnuto v Murray al, 2012).

Paklitaxel pravépodobré cytostaticky dinkuje i dalSimi mechanizmy, n#glad na
mikrotubulech nezavislou inhibici angiogenezé yelmi nizkych davkach (Wanet al,
2003), zastavenim b&&ného cyklu v S fazi (Lieuet al, 1997) nebo fimou vazbou
antiapoptotického proteinu BCL-2 (B-cell lymphoma 2imoziujici vytvoreni poi
v mitochondialni membr&na uvolréni cytochromu C a dalSich komponent prailgh
apoptézy (Ferliniet al, 2009). Mechanizmus¢inku paklitaxelu a jeho schopnost indukovat

apoptézu je hodnkomplexni, a vyZzaduje dalSi studium.

2.2.3.1 Reguléator cytokineze a polo-like kinaza

Jednim z proteiin G¢astnicich se vytweni stedni oblasti diciho Weténka a cytokineze je
regulator cytokineze PRC1 (protein regulator ofo&ytesis 1). Jedna se o nemotorovy
protein vazici heterodimera  tubuling, ktery funguje jako homodimer a zajie propojeni
antiparalelnich konic polarnich mikrotubui déliciho Weténka (viz Obr. 10). Transkripce
PRC1je negativis regulovana proteinem p53 (et al, 2004). Pro spravnou funkci PRC1
jsou nezbytné kineziny, motorové proteiny pohyhufie po mikrotubulech pomoci vazby
a hydrolyzy ATP, které zajigiji translokaci PRC1 dhem mitézy z pdi déliciho weténka

k plus kon@m polarnich mikrotubdl (Zhu a Jiang, 2005; Grunebestal, 2006). NaruSeni
dynamiky mikrotubui taxany inhibuje tento proces, coZ narusi funkciCRRa zamezi

cytokinezi (Jianget al, 1998).
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Obr. 10: Propojeni antiparalelnich mikrotubulé pomoci proteinu PRC1.PRC1 propojuje mikrotubuly ve
vzdéalenosti cca 35 nm. Proteiny jsou spojené dira@mi domeénou, ve vazbk mikrotubufim hraje roli také

spektrinové a lysin/argininova doména na C konotginu. Revzato a upraveno dle Subramargaml, 2010.

Funkce PRC1 je dnem rané mitdzy inhibovana také jeho fosforylaci poimo
komplexu cyklin dependentni kinazy s cykliny, prgwddobg CDK1 (cyclin dependent
kinase 1) s cyklinem B. Fosforylace rusi afinitu@Rk mikrotubuhm z divodu redukce
pozitivniho naboje na C koncové domiémohaté na lysin a arginin, na které se nachazi
fosforylaini mista a ktera slouzi k vazhubulini. Ve fosforylovaném stavu PRC1 také ztraci
schopnost vazby s kineziny. Afinita PRC1 k mikrotliiou a schopnost interakce s kineziny
se navrati oft po defosforylaci proteinu Agobenou degradaci cyklinu B APC komplexem
a inaktivaci CDK1 (Mollinariet al, 2002; Zhuet al, 2006; Subramaniaet al, 2010). R
pusobeni taxain vSak APC komplex neni aktivovan a PRGiktAva inhibovan. Taxany tedy
pusobi i inhibici cytokineze skrze PRCL1. | u interfich Hela budk bylo po aplikaci
paklitaxelu pozorovano intenzivni propojovani mikifmii pomoci PRC1 (Mollinaret al,
2002).

V nadorové ovarialni tkani byla detekovana sigmifiké vySSi exprese genBRC1
v porovnani s kontrolni tkani (Ehrlichowet al, 2013), u karcinomu prsu vyssi hladina
transkriptu korelovala s dobou bez progrese (Mustisat al, 2013).

DalSi funkci PRC1 je rekrutovat protoonkogenni kin®LK1 (polo-like kinase 1) do
oblasti @&leni, coz je nezbytné pro spravné réedi buiky. PLK1 fosforylaci specifickych
aminokyselin na C konci PRC1 vytvéna tomto proteinu své vazebné misto. V anafazi se
pies tzv. polo box doménu vaze na protein PRC1, lmiZisjako primarni kotva pro udrzZeni
PLK1 v oblasti dliciho weténka (Neett al, 2007). PLK1 je dlezity regulator bu&ného
cyklu, usnaduje vstup do mitézy, dastni se aktivace APC komplexu a stoji n&gbku
aktivace malé GTPazy RhoA, kterd jieFitd pro vytvéeni kontraktilniho prstence (Burkard
et al, 2007). MnoZstvi PLK1 je vyraznvySSi u ovarialniho karcinomu nez u kontrolni
ovarialni tkag. Jeho exprese také pozitévkoreluje se stadiem onemaan, hodnotou gradu

33



a kratSim pezivanim pacientek. Inhibici PLK1 v ovarialnich SKQ liniich bylo dosazeno
nizsi prolifer&ni aktivity, zvySeni hladiny proteinu p53 a zvySdnékvence apoptozy
(Weichert et al, 2004; Zhanget al, 2015a). SniZzena hladina transkriptu genu tumor
supresorové izoformy PLK2, jejiz exprese je aktdoa p53, viznych ovaridlnich
bung¢nych liniich znamenala rezistenci k paklitaxelu Etipovym derivaim. Inhibice
transkripce byla zjsobena pedevsim methylacemi promotoru geRlLK2 (Syed et al,

2011).

2.2.4 Metabolizmus a detoxikace platinovych derivai a taxani

DuleZitou roli v pisobeni platinovych deriviathraje redoxni metabolizmus iy zaji¥ ujici
rovnovahu mezi vznikem volnych radikéla jejich eliminaci antioxidmim systémem.
Oxidaeni stres charakteristicky nerovnovahéahto dju je dileZzitym mechanizmem funkce
téchto I&€iv. Pasobeni platinovych derividtvede ke vzniku reaktivnich forem kysliku, jejichz
nadnérné mnoZstvi zfsobuje poSkozeni DNA, protdina lipidi a vede ke sputi
mechaniznmi vedoucich k apoptéze (Lét al, 2015). ZvySena produkce antioxidéch
proteini redukujicich vzniklé radikaly, v tomtoripadt glutathionu (GSH) v nadorové linii
mocového néchyie KU7, tak niize vyvolavat rezistenci k platinovym deriuat tim, Ze
buiku inn¢ radikah zbavuji (Miyajimaet al, 1997). K eliminaci reaktivnich forem kysliku
v8ak fFispivaji i dalSi proteiny redoxniho systémuiky, nagiklad glutaredoxin, glutathion
peroxidaza nebo superoxid dismutéza, které takéomqiispivat k chemorezistenci. ZvySena
exprese jejich gan respektiveGLRX GPX3a SOD2byla zaznamenana u&hwburgcnych
ovariélnich karcinor, které maji horSi prognézu, nez ostatni typy tolmemocsni, coz
koreluje s tvrzenim o Ulozédhto geri (Schwartzet al, 2002). Exprese SOD2 v CHO liniich
vyvolala mnohoetnou Iékovou rezistenci (Hiroseet al, 1993). ZvySena exprese
antioxidanich geri v nadorech rive byt zgisobena faktem, Ze jejich fky vykazuji &tSi
oxidani stres neZ zdrave tky z divodu onkogenni transformace, vySSi metabolickéviakti
a disfunkci mitochondrii. Nadénna exprese fize byt také vyvolana az paigobeni léiv

s cilem pezit (shrnuto v Ozben, 2007).

DalSim mechanizmem vzniku rezistence je detoxikddetoxikace je &, béhem
kterého se hika zbavuje cizorodych latek, cozuge vést ke sniZenicinnosti I&€by.
Aktivované platinové derivaty jako elektrofily imgeguji kron& DNA i s jinymi nukleofily,
nagiklad s rekterymi proteiny. Mezi ty pat GSH, antioxidant s redtki thiolovou skupinou
zabraiujici poSkozeni hiky reaktivnimi formami kysliku nebo xenobiotiky. aktivovanym

derivdtim platiny se konjuguje spont&hmebo pomoci enzymu glutathion-S-transferazy
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a zvySuje tak rozpustnostélea ve vod. Tento komplex s GSH je transportovan zkyu
pomoci ABCC transportér(Jedlitschkyet al, 1994). Bylo zji&no, Zze zvySena syntéza GSH
v burgénych liniich ovarialniho karcinomu A2780 a A1847rédnje se zvySenou rezistenci
k cisplatie (Godwin et al, 1992), steja jako zvySena hladina mRNA proteinu GST
v ovarialnich liniich KFr (Sakamotet al, 2001). Tyto proteiny tedyispivaji k rezistenci
prostednictvim detoxikace samotnych platinovych defivd&bo prosednictvim eliminace
reaktivnich forem kysliku produkovanych jejichspbenim.

DuleZitymi proteiny @astnicimi se metabolizmu cizorodych latek jsou clytomy
P450 (CYP). Tyto proteiny zprastkovavaji tzv. biotransformaci xenobiotik, coiza vést
k jejich aktivaci, nebo inaktivaci a naslednému axp z buiky. Svou aktivitou mohou také
indukovat vznik reaktivnich forem kysliku. Cytochmg P450 se tedy podileji na aktivaci
prokarcinogefi a vzniku nadoru, aktivaci nebo inaktivaciilé skrze oxidaci zvySenim
polarity a rozpustnosti &v v cytosolu, coZz naslednumozni jejich snazSi export. Tyto
proteiny se podileji na metabolizmu 75 % znamyglvlé vyrazié ovliviuji jejich iinnost
(Guengerich, 2008). Nejvyznarjiimi cytochromy P450 podilejicimi se na metabolizm
paklitaxelu jsou CYP2C8 a CYP3A4. CYP2C8 metabgizu paklitaxel na
6a-hydroxypaklitaxel, ktery jén vitro u lidskych promyeloidnich leukemickych hiknHL-60
témei 14x mér inny pri zablokovani mitdzy a 4x ménkinny pri indukci apoptdzy, nez
paklitaxel (Kumaret al, 1995). CYP3A4 metabolizuje paklitaxel na 3"-p-fopd/paklitaxel
a oba enzymy na dihydroxypaklitaxel (Monsaratal, 1998). U naddr prsu byla zjidtna
korelace mezi vySSi expresi ge@lYP3A4a mensi reakci nadbu taxany (Miyoshiet al,
2002). Exprese ganCYP2C8a CYP3Adbyla zjiSena také u ovarialniho karcinomu (DeLoia
et al, 2008).

2.2.4.1 Jaderné receptory

Jaderné receptory jsou ligandem regulované tragmskrifaktory, které jsou schopné vazat
DNA a regulovat expresi cilovych g&nJejich ligandy jsou extracelularni latky veln
prostupujici membranou, nidklad steroidni a thyroidni hormony, nebo intra&ahoi
ligandy, napiklad oxysteroly nebo Ztiové kyseliny. Typické jaderné receptory vyiva
heterodimery s RXR (retinoid X receptar) p neboy, vznikly komplex je tedy regulovan
také kyselinou retinovou. Mezi jaderné receptony iladit také estrogenni receprory &R
a ER3 (estrogen receptar/B). Mechanizmus funkce jadernych receptge znazorsin na
Obr. 11 (shrnuto v Sever a Glass, 2013).
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Obr. 11: Mechanizmus funkce jadernych receptoii. Estrogenni receptory (ER) jsou lokalizovany
v cytoplazng a kotveny pomoci chaperbifnag. HSP). Po navazantiplusného ligandu (n&pestrogenu) dojde
k uvolréni receptoru, homodimerizaci a lokalizaci do jadme spolu s koaktivatory aktivuji expresi cilovych
geri. U NR (nuclear receptor) dimerizujicich s RXR dojob navazaniifsluSného ligandu (n&pthyroidniho
hormonu) k vyminé korepresal za koaktivatory komplexu a aktivaci exprese cildvygeri. Prevzato

a upraveno dle Sever a Glass, 2013.

Do podrodiny NR1I (nuclear receptor 1I) fiaeceptory CAR (constitutive androstane
receptor) kddované geneiR1I3 VDR (vitamin D; receptor) kédovan®&R1l1 a PXR
(pregane X receptor) kddovandR1l2 Mezi cilové geny &hto faktofi pati nekolik
cytochronii P450, mimo jinéCYP3A4 jehoZ exprese je aktivovana vSemi uvedenymi faktory
(Sueyoshiet al, 1999; Thummekt al, 2001; Sivertssoet al, 2013), aCYP2C8 ktery je
aktivovan PXR (Synolet al, 2001). DalSimi cilovymi geny jsou nididad ABCB1a ABCC2
aktivované PXR a CAR (Maglicht al, 2002) nebd&SLCO1B3aktivovany PXR (Staudinger
et al, 2001). Mezi ligandy interagujici s NR1l receptggti mimo jiné také paklitaxel
(Synold et al, 2001). Tyto proteiny se tedy né&mo mohou podilet nacinnosti I&€by.
Exprese geniNR1I2 byla prokazana v béanych liniich ovarialniho karcinomu OVCAR-8
a SKOV-3. U SKOV-3 linie ligandem indukovana aktieacanskrigniho faktoru PXR vedla
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ke vzniku mnohoetné Iékové rezistence zahrnujici paklitaxel a $Siyprolifergni aktivit
nadorovych bugk (Guptaet al, 2008).

Do podrodiny NR1H pét 3 jaderné receptory — LXRR a B (liver X receptora/B)
kédované genNR1H2a NR1H3 a FXR (farnesoid X receptor) kédované gendR1H4
LXR faktory udrZuji homeostazu cholesterolu, FXRmemstazu Zkovych kyselin. Mezi
cilové geny LXR faktar pati mimo jiné geny transportérABCAl, ABCG1, ABCG5
a ABCGS8 (Venkateswarant al, 2000; Repeet al, 2002), dale gen pro CYP7Al nebo
VEGFA (Peetet al, 1998; Walczalet al, 2004). Mezi cilové geny FXR ganagiklad geny
transportéi ABCB11 nebo ABCG2 (Zollneet al, 2003; Herraeet al, 2012), dale gen pro
CYP3A4 (Gnerreet al, 2004) nebo SHP (small heterodimer partner), eafileZity represor
transkripce kddovany geneNROB2(Goodwinet al, 2000). SHP je maly jaderny receptor,
kterému chybi DNA vazebna doména. fivbeterodimery s ostatnimi jadernymi receptory,
véetnt ERo a ERB, a blokuje tak jejich transkrypi aktivitu. Funguje tedy jako negativni
regulator signdélni transdukce (Setlal, 1996; Johanssaest al, 1999).

U pacientek s karcinomem prsu byla gt vySSi exprese FXR receptoru u ER
pozitivnich nadak, mnoZstvi proteinu také poziti¥gnkorelovalo s expresi prolifefmaiho
markeru Ki67 a fitomnosti metastaz v okolnich miznich uzlinach stmpenopauzélnich
pacientek (Journet al, 2009). U jaternich nadibibyla zjiS€na sniZzené exprese geNR0B2
v porovnani se zdravymi jatry. Nizka exprddBROB2 souvisela s horsi prognézou a vysSsi
proliferatni aktivitou nddorovych bwk (Parket al, 2010). Bugéna linie prsniho karcinomu
HTB26 po indukci exprese SHP vykazovala az 3x npsiiferani aktivitu (Wu et al,
2003). Tyto studie podporuji tlohu SHP proteinwjakmor supresoru.

Estrogenni receptory bRa ER3 kdédované genfESR1a ESR2(estrogen receptor 1/2)
jsou transkripni faktory vaZzici se do estrogen-responsivni obEERE (estrogen-responsive
element) v promotorech cilovych gegimz reguluji jejich expresi. Ve zdravé ovarialrérnk
dominuje expresdeSR2 s progresi nadoru jeho mnoZstvi klesaravazujeESR1 jehoz
hladina se mezi zdravou a nadorovou tkani neli¥a EI buréénych linii ovarialniho
karcinomu mimo jiné zvySuje expresi cyklinu D1, tespousti dleni buiky, ERB jeho
expresi naopak sniZzuje. BRedy pravdpodobré indukuje @st a invazivitu nadoru, zatimco
ERB ma protektivni charakter a jeho ztrata nebo imghinze byt dileZzitym faktorem pi
vzniku a progresi ovarialniho karcinomu (Bardinal, 2004; O'Donnelket al, 2005). Na
rozdil od &chto vysledk, jina studie, zabyvajici se pouze expresiaER pacientek
s ovarialnim karcinomem, odhalila souvislost meehqg expresi a delSimigZivanim
pacientek (Auset al, 2012).
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2.2.4.2 Chaperony

Dulezitou roli v buréné signalizaci hraji chaperony, které vyvazuji aggnni receptory
i jiné proteiny a zajiuji jejich spravnou konformaci, stabilitu nebo lbkaci. Mezi
chaperony vyskytujici se v cytosolu fatagiklad HSP-70 nebo HSP-90 (heat shock protein
70/90). U ovarialniho karcinomu bylo prokadzano, edukce exprese HSP-70
u chemosenzitivnich linii OV2008 inhibuje apoptégpoustnou platinovymi derivaty.
V ramci studie bylo také zji&o, Ze HSP-70 brani apoptéze vyvazovanim proteiAX B
(Bcl-2 associated X protein), ktery tak nevyivkanaly v mitochondridlni membr&n
V bunce néasled& nedochazi k uvolmi cytochromu C a dalSich protéirdalezitych pro
indukci apoptdzy (Yanget al, 2012). Inhibitory HSP-90 prokazaly zvySeni sewitjt
raznych ovariélnich busgnych linii k platinovym derivéim i paklitaxelu (Sairet al, 2006;
Zhanget al, 2015b).

DalSim chaperonem ovhwjicim karcinogenezi ac¢innost I€by je mitochondriélni
TRAP1 (TNF receptor associated protein 1). Tentapelnon inhibuje enzymatickou funkci
sukcinat dehydrogenazy v mitochondrialnim respiian komplexu Il. Hromaghi sukcinatu
stabilizuje transkripni faktor indukovany hypoxii HIRL (hypoxia inducible factor d
a podporuje tst tumoru (Sciacovellet al, 2013). Inhibice sukcinat dehydrogenazy také
zabrawuje vzniku reaktivnich kyslikovych radikal TRAP1 méa tedy anitoxidai
a antiapoptotické dinky (Guzzoet al, 2014). Na rozdil od nénivého vliivu TRAP1
a vysledim u jinych tygi nadoifi byla jeho zvySend exprese u pacientek s ovarialnim
karcinomem asociovana s delSiteXivanim a také s vySSi expresioE@Rust et al, 2012),
ktery expresi TRAP1 aktivuje (O'Donneadt al, 2005). Jeho funkce v ovarialnich nadorech
musi byt dale specifikovana.

ATOX1 (antioxidant protein 1) je chaperonovy pratéiansportujici id” a jiné kovy
k membranovym transportén ATP7A a ATB7B, ¢imZ zaji¥uje detoxikaci biiky
a ochranu fed vznikem reaktivnich radikél Bylo dokazéano, Zze ATOX1 vaze také platinové
derivaty (Arnesancet al, 2011). Studie na mysich fibroblastech odhalilaShiakumulaci
platinovych derival u burgk s deletovanymATOX1 coZ vedlo k mirné rezistenci &mto
[&civim a mensi nité tvorby DNA aduki (Safaeiet al, 2009). DalSi studie na embryonalnich
mySich fibroblastech naz&ita funkci ATOX1 jako transkripniho faktoru aktivovaného
médi, ktery spousti transkripci génwyvolavajicich proliferaci (Itotet al, 2008).
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2.2.5 Proteiny signalnich drah ovliviiujicich prognozu

DalSim proteinem souvisejicim s prognézou ovarnkarcinomu je transmembranovy
tyrozinkinazovy receptor EGFR (epidermal growthtéacreceptor). Tento receptor vaze
epidermalni istové faktory a skrze signalni drdhy a aktivaci ERBXxtracellular
signal-regulated kinase), AKT (rac protein kinadea PKC (protein kinase C) kindz nebo
STAT (signal transducer and activator of transaipttranskrignich faktofi vede k bus¢né
proliferaci, invazivi¢, transformaci, angiogenezi a inhibici apoptézyz(WDbr. 12).
Amplifikace genu EGFR byla identifikovana u 12 %ciesatek s ovarialnim karcinomem
a zvySena hladina proteinu oproti zdravé tkani u% acientek. Amplifikace i zvySena
exprese korelovala s vy$Sim gradem, velkym rezidpenchirurgickém zakroku a vysokou
expresi proliferéniho markeru Ki67 (Lassust al, 2006). Inhibice proteinu PKC, kinazy
signalni drahy vedouci od EGFR, vede k pitd chemorezistence k platinovych derivat

a taxaim u burécnych linii ovariadlniho karcinomu OV1228 rezistentnik £mto |&ivam
(Zhaoet al, 2012).

Tyrozinkindzovym receptorem pro epidermalastové faktory je i protein ERBB2,
ktery steji jako EGFR vede k aktivaci signalnich drah veddudkgoroliferaci, inhibici
apoptézy, invazivit a angiogenezi. GEBERBB2je amplifikovan uiizného podilu pacientek
s ovarialnim  karcinomem (viz kapitola 2.1.4 Terapievarialniho karcinomu
a chemorezistence). Amplifikace i zvySena expre®RBB2 dle rekterych studii koreluje

s kratSim pezivanim (Slamoet al, 1989).
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Obr. 12: Signalni drahy receptoti pro epidermalni ristové faktory a jejich funkce g¢i vzniku a progresi
nadoru. Prevzato a upraveno dle Lee a Moon, 2011.
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3 Cile prace

Studie genové exprese s cilem identifikovat novégposticky a terapeuticky

vyznamné geny ovarialniho karcinomu

e Studium hladiny genové exprese na urovni transkrigndidatnich gen
v nadorové a kontrolni ovarialni tkani

» Statistické vyhodnoceni

Stanoveni hladiny proteinu s cilem posoudit vztaBzimmnoZstvim proteinu
a hladinou transkriptu, porovnat mnozstvi proteinkiontrolni a nadorové tkani,
eventuald posoudit vztah ke klinickym dan pacientek u vybranych

prognostickych gehovarialniho karcinomu

» Stanoveni mnoZstvi proteinu v nddorové a kontrokairialni tkani

» Statistické vyhodnoceni

Studie genetické variability vybranych des cilem identifikovat nové &dlicné
prognosticky a terapeuticky vyznamné jednonuklextdd polymorfizmy

ovarialniho karcinomu

» Alelicka diskriminace
» VysokorozliSujici analyzaikvek tani

» Statistické vyhodnoceni

Charakterizace ovarialniho karcinomu na molekuléaroini
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4  Material a metody

Komerné dodané chemikalie a roztoky jsou uvedeny v TalpfiBravované roztoky a jejich
sloZeni se nachazi v Tab. 4. Seznam TadMaene Expression a TagMaBNP Genotyping
Assays jsou uvedeny v Tab. 7 a Tab. 10, gpelee zkratkami studovanych gerJprava pH

se provadla pomoci koncentrované HCI na pH metru WTW inoLabel 1.

Komeréné dodané chemikalie a roztoky Vyrobce
10x Reaction Buffer (Mg free) Solis BioDyne
10x Solution S Solis BioDyne
10x Taq buffer without Mg Top-Bio
25 mM MgCh Top-Bio
25 mM MgCh Solis BioDyne
5x HOT FIREPG? Probe gPCR Mix Plus (ROX) Solis BioDyne
6x Loading Dye Solution Fermentas
ABCA2 Antibody Proteintech™
Acrylamide 2X Serva
Agarose (for molecular biology) Sigma-Aldrich
Agilent RNA 6000 Nano Kit Agilent Technologies
All Prep® DNA/RNA/Protein Mini Kit QIAGEN
Amido Black 10B Sigma-Aldrich
Ammonium Persulfate Sigma-Aldrich
Anti-Rabbit 1I9G Sigma-Aldrich
BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit Applied Bistems
Blocker™ BLOTTO in TBS Thermo Fisher Scientific
Boric acid Sigma-Aldrich
Bromophenol blue Bio-Rad Laboratories
Butan-1-ol Lach:ner
Casein Blocking Buffer LI-COR® Biosciences
Chloroform p.a. Lach:ner
Coomassie Blue R-250 Bio-Rad Laboratories
dNTP Mix (20 mM of each, total 80 mM) Solis BioDyne
EDTA Sigma-Aldrich
Ethidium bromide solution Sigma-Aldrich
Ethanol 96% Lach:ner
Ethanol absolutni p.a. Penta
EXOSAP-IT Affymetrix
FirePof’ DNA polymerase (5U/pl) Solis BioDyne
Glycerin bezvody p.a. Lach:ner
Glycine Sigma-Aldrich
Hi-Di™ Formamide Applied Biosystems
Hydroxid sodny mikroperly p.a. Lach:ner
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IRDye® 800CW Goat anti-Rabbit

LI-COR®

Kyselina chlorovodikovéa p.a. 35% Lach:ner
Kyselina octova p.a. 99,8% Lach:ner
Magnesium chloride dexahydrate Sigma-Aldrich
Methanol 100% Sigma-Aldrich
N,N"-Methylene bisacrylamide Serva
Nuclease-Free Water (Not DEPC Treated) AmBion

Odysse$ Blocking Buffer (PBS)

LI-COR® Biosciences

Odysse$ Blocking Buffer (TBS)

LI-COR® Biosciences

PCR dNTP mix (10 mM) Top-Bio

Phenol solution, pH 8 Sigma-Aldrich
Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Sci@nti
Ponceau S solution Sigma-Aldrich
PRC1 Antibody Novus Biologicals
Primery pro getABCA2 Sigma-Aldrich
Primery pro geiPRC1 Sigma-Aldrich
Primery pro getdBC Invitrogen™
Proteinase KX 30 U/mg) Sigma-Aldrich
Quant-iT™ PicoGreéhdsDNA Reagent and Kit Invitrogen™
Quant-iT™ RiboGreehRNA Reagent and Kit Invitrogen™
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit Thermatiér Scientific
RNas&ap® RNAse Decontamination Solution Ambidn
Saccharose Sigma-Aldrich

SEA BLOCK Blocking Buffer Thermo Fisher Scientific
Sodium chloride Sigma-Aldrich
Sodium Dodecyl Sulfate Sigma
SuperSignal™ West Pico Chemiluminescent Substrate herrio Fisher Scientific
Taq DNA Polymerase (5U/ul) Top-Bio

Taq Purple polymerase (1 U/ul) Top-Bio

TagMar? Gene Expression Assay

Applied Biosystems

TagMarf Genotyping Master Mix

Applied Biosystems

TagMar? SNP Genotyping Assay

Applied Biosystems

Temed (min. 98,5%) Serva

Tergitol® Type NP-9 (=Triton) Fluka

Trizma® Base (Tris Base) Sigma-Aldrich
TWEEN®20 Sigma-Aldrich

HRM PCR Master Mix QIAGEN

B-Actin Rabbit mAb Cell Signaling Technology
B-mercaptoethanol 99% Sigma-Aldrich

®X174 DNA-Haelll Digest marker

New England Biolabs

Tab. 3: Tabulka komeréné dodanych chemikdlii a roztoki.
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Pripravované roztoky

Slozeni

0,5M EDTA; pH 8,0

10% APS (wiv)

10% a 5% SDS (w/v)

125 mM EDTA

1M Tris; pH 7,5

30% akrylamid

29,2% akrylamid (w/v); 0,8% bis-dlarpid (w/v)

3 M octan sodny

5 M chlorid sodny

70% ethanol (v/v)

Barvici roztok Amido Black

0,1% AmidoBlack 10B (w/v), 10% kyselina octova (v/v),
40% methanol (v/v)

Blotovaci pufr

25 mM Tris; 192 mM glycin + 10/20%ethanol (v/v)

Coomassie Blue barvici roztok

0,1% Coomassie Blue R-250 (w/v); 40% methanol (v/v)
10% kys. octova (v/v)

Extrakéni smés

fenol:chloroform = 1:1

"Lower" pufr

1,5 M Tris; pH 8,8

Lyzacni roztok

0,32 M sacharo6za; 50 mM MglBH,O; 12 mM Tris (pH 7,5);
1% Triton (v/v)

Marker®X174 DNA-Haelll Digest

1x Loading Dye Solution, 1$X174 DNA-Haelll Digest
marker

Odbarvovaci roztok

25% methanol (v/v); 10% kysowét(v/v)

PBS pufr

137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10 mM N&lPO,; 1,8 mM
KH:POy; pH 7,4

PBST pufr

PBS + 0,1% TWEERO0 (v/v)

Pufr pro nanaSeni vzaiSLB)

62,5 mM Tris (pH 6,8); 10% glycerol (v/v);
4% B-erkaptoethanol (v/v); 2% SDS (w/v); 2% bromfendlov
mod (w/v)

Pufr pro proteindzu K

375 mM NaCl; 0,12M EDTA (phi 8

"Running" pufr

25 mM Tris; 192 mM glycin; 1% SDS /iy

TBE pufr 89 mM Tris; 89 mM kys. borita; 2 mM EDTA
TBS pufr 25 mM Tris; 150 mM NacCl; pH 7:47,5

TBST pufr TBS + 0,1% TWEERRO (v/v)

"Upper" pufr 0,5 M Tris; pH 6,8

Tab. 4: Tabulka p¥ipravovanych roztoki.
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Pro lepSi pehlednost postupu prace slouzi schéma znéaéma Obr. 13.

Nadorova tkan + kontrolni tkan Periferni krev pacientek
Izolace RNA + proteinu Izolace DNA
Syntéza cDNA Sledovani hladin proteina Genotypizaéni studie

0

Studie genové exprese

Obr. 13: ZjednoduSené schéma posloupnosti prace.

4.1 Priprava biologického materialu

4.1.1 Odbér materialu, informovany souhlas pacientek, klinicla data

Ve studii byl pouZit biologicky material celkem od 2Lacientek odebranyébem let
2009-2013. Jednalo se o 57 vZonkadorove tk&h a 98 vzork periferni krve pacientek
s ovarialnim karcinomem. Ve studii bylo vyuZito éak4 vzork kontrolni ovarialni tké& od
pacientek, které podstoupily chirurgicky zakrokngho divodu, nez je ovariélni karcinom.
VSechny pacientky byly operovany v prazské Fakulthnemocnici Motol na
onkogynekologickém oddeni Prof. MUDr. LukaSe Roba, CSc, a po zakrokuspouabily
lé¢bu adjuvantni chemoterapii na bazi platinovéhovdtui a paklitaxelu. Jejich stav byl
nadale sledovan. Zamrazené vzorky tkani a krve pglpdebrani a histopatologické analyze
transportovany na Odbeni toxikogenimoky SZU a uloZenyiip-80 °C (tk&i) a -20 °C
(krev). Spolu s biologickym materialem byla ziskarkét klinicka data pacientek pro
statistickou analyzu. Od vSech Zen, s jejichz malem se po odivu dale pracovalo, byl

ziskén informovany souhlas ofaaeni do studie.

4.1.2 Drceni tkané, izolace RNA a proteinu

Veskera prace s tkédmi a RNA byla provaéha v laminarnim boxu (CleanAir Biohazard,
GeminPY, Apeldoorn-Nizozemf) za pouZiti sterilnich nasiraj certifikovaného plastu bez
RNé&z a DNé&z, aby setrgreSlo moZznym kontaminacim a degradaci nukleovych ikysel

Kovové nastroje a porcelanové misky sdoyp byly predem zabaleny do alobalu
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a sterilizovany 2 hodiny ip 180 °C v horkovzduSné suS&nPlastové zkumavky byly
sterilizovany 5 hodin ip 120 °C. Ri praci byly pouzity sterilni Spky s filtry z divodu
dukladrgjsi eliminace moznosti kontaminace.

Izolace RNA a proteinu se provdad pomoci komemng dodaného AlIPrep
DNA/RNA/Protein Mini Kitu od QIAGEN, ktery umaiije simultanni purifikaci genomové
DNA, celkové RNA (delSi nez 200 nk) a proteinu mangipu vazby nukleovych kyselin na
silikatove filtry.

Pro izolaci z nddorové a kontrolni ovarialni t&kdwylo pouzito piblizné 20-30 mg
vzorku, ktery byl v porcelanové misce, zditpmnosti kapalného dusiku (aby nedoslo
k rozmrazeni tkaha poskozeni RNA), pomoci tidku podrcen na jemny praSek. Podrcena
tkén byla prenesena do 600 pl ly&g@iho RLT pufru s fidanym g-merkaptoethanolem (10 pl
B-merkaptoethanolu na 1 ml RLT pufru) pro efektiimdéktivaci RNaz, a poté byl jemny
praSek v pufru homogenizovan &mu. RTL pufr obsahuje vysokou koncentraci
chaotropnich soli slouzicich k lyzi hikna denaturaci protein véetn nukleaz a proteéz.
Lyzat byl dale uchovanip-80 °C (Ize ho takto uchovavat az 30 dni), nebo okam?zit
Zpracovan.

Nasledujici postup se provddi pokojové teplat (room temperature, RT) a jeho
zjednoduSené schéma je znazoamna Obr. 14. Nejprve byl lyzat centrifugovan oty i
21 382 g, poté byl supernatantpesen do AllPrep DNA kolonky se silikatovym filire
umistné ve 2 ml skrné zkumavce a centrifugovan 1 minutti p3 684 g. DNA kolonka
s nhavazanou DNA se v novééshé zkumavce uschovala do°@ pro pozdjSi purifikaci
genomové DNA, kterd vSak pracely této studie nebyla vyuzita. K filtratu byldigéno
430 pl absolutniho ethanolu, ktery spolu s vysololmeahem chaotropnich soli v RLT pufru
vytvéri vhodné podminky pro navazani RNA na silikatowr fkolonky. Po promichani
filtratu s ethanolem byla odebranast roztoku, kterd segnesla do RNA kolonky ve &tmé
zkumavce a byla centrifugovana 30 sekumidl@ 684 g. Tento krok se opakoval dokud se
negefiltroval veskery filtrat s fidanym ethanolem. Vznikly filtrat byl ipnesen do 2 ml
zkumavky a uschovan pro pagsi purifikaci proteinu. Do RNA kolonky s navazanBINA
bylo pridano 700 pl RW1 pufru, ktery obsahuje ethanol angdinové soli a funguje jako
silny odmyvaci pufr zbavujici filtr nespecificky vé&zanych biomolekul, jako jsou
karbohydraty, mastné kyseliny nebo proteiny. Zaiiovéak zanechava na filtru navdzanou
RNA veétSi nez 200 nk. RNA kolonka s RW1 pufrem viloZzenasiiérné zkumavky byla

centrifugovana 30 sekundifdl3 684 g. Filtrat s ngstotami se odstranil a do kolonky vioZené
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ve skErné zkumavce byloifddno 500 pl RPE pufru gidanym ethanolem (11 ml ethanolu na
44 ml RPE pufru). RPE pufr je slaby odmyvaci pufrugici k odstragni zbytku soli na
kolonce po pouZzitych pufrech. Kolonka s RPE pufreyla kcentrifugovdna 30 sekundip
13 684 g. Nepaebny filtrat se odstranil a épbylo do kolonky se sinou zkumavkou
piidano 500 pl RPE pufru a centrifugovano 2 minutyly3 684 g. Filtrat byl vylit a kolonka
se skrnou zkumavkou se centrifugovala 1 minutéi @1 382 g pro Upiné odstram
odmyvaciho pufru. RNA kolonka byla vloZzena do nobérsé zkumavky, fimo na filtr bylo
piidano 30 pl ultréisté vody bez nukledz (nuclease-free water, NFWgrak uvolni
navazanou RNA ze silikadtového filtru, a centrifugtovse 1 minutuip 13 684 g. Na filtr bylo
opét pridano 30 pl NFW, kolonka se inkubovala 1 minutti RT a byla centrifugovana
1 minutu @ 13 684 g. RNA obsazena v 60 pl filtratu byla zapema na80 °C.

Buiiky nebo tkan

:

DNA E Vazba DNA na kolonku
RNA a protein
Promyvani Pridani ethanolu
kolonky k filtritu

Vazba RNA na
RNA kolonku
Eluce DNA  p,. iain
RNA

Genomova DNA / t
SraZeni Promyvani
proteinu kolonky
ﬁ Rozpusténi E Eluce RNA
proteinu
Veskery protein Veskera RNA

Obr. 14: Zjednodusené schéma purifikace DNA, RNA groteinu pomoci AllPrep® DNA/RNA/Protein
Mini Kitu od firmy QIAGEN. Pievzato a upraveno dle QIAGEN — AlIPfeDNA/RNA/Protein Mini
Handbook.
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Precipitace celkového proteinu se prastadxi pokojové teplot v pre-PCR laborato
z filtratu uschovaného pro purifikaci proteinu. peje byl kfiltratu gidan 1 ml
precipita&niho APP pufru, roztok byl ikladré promichéan a inkubovan 10 minuti jRT.
Nasledr se roztok centrifugoval 10 minutif21 382 g a supernatant byl odstanK pelet
bylo piidano 500 pl 70% ethanolu pro odstiansoli a naslednou rehydrataci, centrifugovalo
se 1 minutu 21 382 g a supernatant byl @podstragn. Nasleds se peleta vysuSila
v pokojové teplat (5-10 minut). K pelét bylo dle jeji velikosti pidano 100-200 pl
5% dodecylsiranu sodného (sodium dodecyl sulfaeS)S Za pomoci mechanického
rozbijeni pipetou a nasledné inkubace po dobu Sutrpfi 95 °C v termobloku byla peleta
rozpusSéna. Obsah zkumavky byl centrifugovan 1 minutti 1 382 g, aby se usadily
nerozpusdtné zbytky proteinu. Supernatant obsahujici rozméSproteiny byl zamrazen na
-20°C.

4.1.31zolace DNA ze zmrazené periferni krve

Pro genotypizéni analyzu bylo izolovano 98 vzarkDNA ze zmrazené periferni krve
pacientek s ovarialnim karcinomem. Izolace DNA jphala pomoci fenol-chloroformové
metody, kter4 je zaloZzend na denaturaci a sréazeméipu v hydrofébni organické fazi
a disociaci DNA ve vodné fazi. Rozptsd DNA se poté precipituje a promyva (Topic
a Gluhak, 1991). Izolaci touto metodou prodigshn Stanislav Horsky.

Nejprve bylo 5 ml rozmrazené a detpromichané krveipneseno do sterilni plastové
zkumavky na ledové lazni, ke které sédplo 8 ml lyz&niho roztoku pro destrukci bék
Zkumavky byly umisiny na 10 minut na rotator a poté ponechany 30 npkiud °C, kde
byly kazdych 10 minut promichany. Lyzat se nastedentrifugoval 15 minutip 3 421 g
a 4°C, supernatant se odstranitidaly se 4 ml sterilni vychlazené destilované voplyleta
byla promichanim uvolma a opt centrifugovana 15 minuttp3 421 g a 4C. Tento krok se
opakoval, dokud se peleta nepromyla natolik, Za 4 a roztok bezbarvy. DalSi postup se
jiz provadl pii RT. Supernatant byl odstr&m a k pelet se gidalo 800 pl pufru pro
proteindzu K, ve kterém byla peleta raangna. Nasledé se gidalo 25 pl roztoku proteinazy
K (20 mg/ml), obsah zkumavky byl promichéatidalo se 100 pl 10% SDS, 1 ml 5M NacCl
a 2,4 ml sterilni destilované vody a zkumavka biyéa 10 minut ponechana na rotéatoru.
V tomto prostedi m& proteindza K vysokou aktivitu @be tak @inn¢ S€pit proteiny &etns
nukleadz pitomnych v lyzatu (Ebelingt al, 1974). Po promichavani bylaigéano 2,5 ml

extrakeniho roztoku (fenol:chloroform, 1:1), ktery s@gravuje ged pouzitim, a zkumavka se
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umistila na 15 minut na rotator. Extialk roztok je nemisitelny s vodou, ve zkumavce dg te
vytvoii 2 faze, horni vodna a spodni organicka hydrofolairotatoru dochazi k miseni fazi,
fenol srézi proteiny, kteréigchézeji do organické faze, a nukleové kyselibgtévaji ve
vodné fazi (p zasaditém pH roztoku). Po odejmuti z rotatoriatgkumavka centrifugovana
15 minut @i 3 421 g a 4C, aby doslo k Uplnému odeni fazi. Ze zkumavky byla odebrana
horni ¢ird vodnéa faze do nové sterilni zkumavky se 4 nihlgzeného 96% ethanolu pro
dehydrataci, a bylo sni @no do vytvéeni viditelnych vldken nukleové kyseliny.
Zkumavky byly ponechanyips noc i —20 °C, aby doSlo k ékladnému vysrazeni DNA.
Nasledujici den byl obsah zkumavky promichéan arifegbvan 15 minut f 3 421 g
a 4 °C. Supernatant se opatrodstranil, pidaly se 2 ml vychlazeného 70% ethanolu pro
odstrarni soli (a naslednou rehydrataci) a obsah zkumaekigratce rozmichal na vortexu.
Poté byl obsah @p centrifugovan 15 minutip3 421 g a 4C, supernatant odstr&ma peleta
se nechala susitékolik hodin @i RT, dokud nerdla prihlednou gelovou konzistenci.
Nasledr se peleta ve zkumavce rozpustila v 0,5 ml stediéstilované vody, ponechala se na
rotatoru do rozpushi vlaken DNA a pes noc byla uschovana ve’@. Néasledujici den byl
obsah zkumavky centrifugovan 1 minutiéi 8 421 g a 4°C, roztok se fepipetoval do

zasobnich Staka skladoval seip-20°C.

4.1.4 Méreni koncentrace RNA

Ke kvantifikaci RNA byl vyuZit komemé dodany Quant-iT™ RiboGreBrRNA Reagent
Kit, ktery umouje meteni koncentrace RNA na principu vazby fluorescdino reagencia
k nukleovym kyselinam. Tato metoda je mnohondésoloitlivéjSi a specifitéjsi, nez
kvantifikace né¢tenim absorbance, jelikoZz se eliminuje absorbancgakanant, jako jsou
proteiny a nukleotidy &n¢ obsazené ve vzorcich. S@sti sady je také 20x koncentrovany
TE pufr (Tris-EDTA) bez RNéaz a ribozomalni RNA stand (16S a 23S rRNAE.coli). Fi
méteni byla vyuZzita tzv. ,high-range assay”, ktera mt¥igkuje mnozZstvi RNA v rozmezi
20 ng/ml-1 pg/ml.

Priprava pracovnich roztdka prace s RNA se provdd v laminarnim boxu se
sterilnimi nastroji a plastem ve vychlazenych stojéh. Pracovni roztoky bylytipraveny
nékolik hodin gred méfenim, 20x TE pufr se 20kedil v NFW a RiboGreen barva 200x
v 1x TE pufru. Barvu bylo nutné chranitga se¢tlem, aby se zabrénilo jeji fotodegradaci.
RNA standard (100 pg/ml) byeédin 50x v 1x TE pufru pro dosazeni koncentrace pnaitmv
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roztoku 2 pg/ml. Nejprve byla na tmavouéiiai desttku napipetovanaredici fada

pracovniho roztoku RNA standardu dle nasledujidi. Ba

] Pracovni roztok RNA

Pozice na RNA standard, ]
] IX TE (ul) RiboGreen koncentrace
destiéce 2 pg/ml (ul)
barvy (ul) (ng/ml)

Al 0 100 100 1000

A2 50 50 100 500

A3 90 10 100 100

Ad 98 2 100 20

A5 100 0 100 0 (,blank")

Tab. 5: Redici ¥ada ribozomalniho RNA standardu.

Do jamek pro mfené vzorky bylo napipetovano 90 pl 1x TE pufrupdl@00xredsné
RNA v 1x TE pufru a 100 pl pracovniho roztoku Rilveén barvy (koneé redni vzorki
bylo 4000x). Barva byla pipetovana do vSech jamekdestice jako posledni, aby se
zabranilo jeji fotodegradaci. VSechny vzorkgetn® RNA standardu byly ifipraveny
v duplikatech pro Zfesreéni mereni.

Pred vlastnim mdtenim byla destka ponechana 10 minut ve ¢ma tepace, aby se
vSechny komponenty v jamkach promichaly. Poté lzylérena intenzita fluorescence na
spektrofluorometru Infinite M200 (Tecan, Grodig-Rakko) @i excitaini vinové délce
480 nm a emisni vinové délce 520 nm. Zesianych intenzit se odetla hodnota pozadi
(-blank®) a ztedicitady RNA standardu byla vyt#ena standardni regresriirpka s rovnici,

ze které byly vypéitany koncentrace jednotlivych vzairk

4.1.5 M éreni koncentrace DNA

Kvantifikace DNA se provada pomoci komeng dodaného Quant-iT™ PicoGréedsDNA
Reagent Kit, obsahujiciho 20x TE pufr, PicoGreeDNI& barvu a Lambda DNA standard
(100 pg/ml). Pouzivana fluoreseeh barva se vaZze pouze na dvouvidknovou DNA, metoda
tedy eliminuje pispivek kontamintant, detre RNA ¢i jednovlaknové DNA. Uvedena sada
funguje na stejném principu jako Quant-iT™ RiboGfe®NA Reagent Kit (viz kapitola
4.1.4 Mefeni koncentrace RNA). Proditeni se vyuzila tzv. ,high range assay“ a postup byl

stejny jako v pipact meéieni koncentrace RNA, vzorky DNA se vsgdily 100x a finalni
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fedni vzorki bylo tedy 2000x. Kvantifikaci DNA z periferni krvgrovadl pan Stanislav
Horsky.

4.1.6 M éieni koncentrace proteinu

Koncentrace celkového proteinu z nadorové a kamtrokare, purifikovaného pomoci
AllPrep Kit, byla nméfena pomoci komeéné dodaného Pierce™ BCA Protein Assay Kit od
Thermo Fisher Scientific. Tato sada umjg kolorimetrickou detekci a kvantifikaci proteinu
zaloZenou na reakci kyseliny bicinchoninové (bibimginic acid, BCA) s jednomocnymi
kationty medi. V alkalickém prosedi dochazi jsobenim proteii k redukci CG* na Cd,
mnoZstvi redukovanych iantmédi tedy pozitivié koreluje s mnoZstvim proteinu v roztoku.
Nasled# molekuly BCA vychytavaji v roztoku Cuvzdy 2 molekuly BCA na 1 molekulu
Cu") za tvorby fialového rozpustného komplexu s abaoch fi 562 nm. MnoZstvi fialového
komplexu koreluje s mnoZstvim proteinu (Smettal, 1985).

Nejprve byla pipravenaredici fada standardu o znamé koncentraci v destilované
vock. Jako standard se pouZil kav sérovy albumin (bovine serum albumin, BSA), ktgr
souasti pouzité sadyediny geometrickouradou s kvocientem 2 do 8 zkumavek tak, aby
v kazdé na konci zbylo 25 ul roztoku. 9. zkumavksahovala pouze vodu a slouZila jako
.blank. Dale bylo gipraveno 25 pl 10xtedtného vzorku v NFW. Pracovni roztok se
pripravil smisenim BCA Reagent A (obsahuje BCA) aoBs@huje siran &’naty) v pondru
50:1. Ke standafdn i vzorkim bylo pidano 200 pl pracovniho roztoku (celkoveédni
vzorki 90x), vSe bylo promichano a po 95 ul rozpipetovareo phahlednou destku
s 96 jamkami. Destka byla nasledhinkubovana 30 minutip37 °C, jeliko? redukce CU
lépe probiha za zvySené teploty, a kvantifikacte@y senzitivijSi. Po inkubaci se degkia
do 10 minut zmdfila na @istroji Infinite M200 i absorbanci 562 nm. Ze ziienych hodnot
se odeéetlo pozadi, Zedicifady standardu byla vyt¥ena kalibrani piimka s regresni rovnici

a z ni byly vypéitané koncentrace vzark

4.1.7 Kontrola kvality RNA

Béhem manipulace s RNA ime dojit k jejimu poSkozeni RNazami, cozize zn&né
znehodocovat vysledky analyz, proto byla kvalitaARkbntrolovana nsfenim hodnoty RIN
(RNA integrity number) pomoci komer® dodaného Agilent RNA 6000 Nano Kit n&giroji
Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, &arClara, Kalifornie-USA). PouZzity

pristroj funguje na principu mikrokapilarni elektrofay a fluorescemi detekce, tedy na
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zaéklad separace fluorescem znaiené RNA v gelu podle molekulové hmotnosti fragnient
a nasledné detekci laserem navozené fluorescasjieirtenzita koreluje s mnozstvim RNA
o dané velikosti. Hodnota RIRisla je vypd@itana pomoci algoritmu zahrnujiciho intenzity
fluorescence 28S rRNA a 18S rRNA. Réi¢lo se pohybuje mezi 1-10 (Upldegradovana
RNA-intaktni RNA) (Schroedeet al,, 2006).

Prace se vzorky a RNA standardemii&em se do vytvieni pracovnich alikvat
provadla v lamindrnim boxu na chladicim stojanku. Nejpisdy RNA vzorky upraveny
fedsnim v NFW na koncentraci 25-500 ng/pl, nastetigly i se standardem denaturovany
2 minuty @i 70 °C a poté ihned zchlazeny. Sada se nechala vytengiena pokojovou
teplotu a poté bylifpraven gel. Pégebné mnozstvi gelu bylo naneseno na zkumavkusrfilt
a centrifugovano 10 minutfipl 520 g a RT. RNA barva byla promichdna na vartex
a zcentrifugovana na stolni minicentrifuze. #€fiitrovanému gelu bylo fidano gFislusné
mnozstvi barvy (1 pl barvy na 65 ul gelu), poté ggl promichan na vortexu, centrifugovan
10 minut @i 18 626 g a RT a ponechan veétnaby se zabranilo fotodegradaci barvy. Pro
meéieni byly vyuzity RNA Nanciipy dodané firmou Agilent Technologies. Ng bylo dle
pokyni vyrobce naneseno 27 pl gelu s barvou, do jamekvpooky a RNA Zeficek 5 pl
markeru pro kalibraci a 1 pl kazdého vzorku a stathd. Obsaltipu byl 1 minutu michan na
vortexu a poté byl do 5 minut zien. Red viastnim réfenim byly elektrody bioanalyzéru
vycisteny pomoci RNagap a NFW v elektrodygisticim cipu. Mezi jednotlivymi ngienimi
se elektrody vzdy @stily NFW.

Kvalita RNA byla zkontrolovana u 32 nahadwybranych vzork (ptiklad vysledku
analyzy je uveden na Obr. 15). VSechnyfemé vzorky nily RIN = 4 (pramér 7,1), byly tedy

ve studii ponechany.
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Obr. 15: Priklad vysledku méfeni RIN z pfistroje Agilent 2100 Bioanalyzer.RNA byla elektroforeticky
separovana dle velikosti, nejprve byla detekovdumaréscence markeru (25 nk), malych RNA a poté rE8$A
(2000 nk) a 28S rRNA (4000 nk). Praceni velikosti jednotlivych RNA fragmeintslouzi RNA Zekicek. Pod
jednotlivymi vzorky jsou uvedeny RIN hodnoty.

4.1.8 Syntéza cDNA

Komplementarni DNA neboli cDNA (complementary DNA&) DNA syntetizovana dle RNA
templatu (je k Bmu tedy komplementarni), za vyuziti RNA dependentniADdolymerazy
v reakci nazyvané reverzni transkripce. Pro syntéRNA byl vyuZit komeéné dodany
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit uniiofici syntézu jednoviaknové cDNA
o velikosti az 13 kb.

Prace s RNA a reagenciemi sady se préled laminarnim boxu na chladicim
stojanku. Pro syntézu cDNA bylo pouZito 0,5 pg RNJFo zkumavky bylo napipetovano
prislusné mnozstvi RNA, 1 ul Random Hexamer Primer (100 g objem roztoku byl
doplrén do objemu 14 pl pomoci NFW. Byla vytema také negativni kontrola bez templétu
za Gelem odhaleni ifjppadné kontaminace pouzivanych reagencii, s tooturélou bylo
zachazeno jako s ostatnimi vzorky. Obsah zkumavebtoyhichan, zcentrifugovan na stolni
minicentrifuze a inkubovan 5 minutip/0 °C, aby doSlo k rozvolmi sekundarnich struktur
RNA. Zkumavky se po inkubaci ihned ochladily naachtim stojanku, zcentrifugovaly se na

minicentrifuze a bylo do nichffgldno 7 pl reaéni snesi o nasledujicim slozeni:
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4 ul 5x Reaction Buffer
2 ul 10 mM dNTP Mix
1ul RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul)

Obsah zkumavek byl promichan, zcentrifugovan naicaimrifuze a inkubovan
5 minut i RT. Poté se zkumavky ihned ochladily na chladicétojanku a znovu
zcentrifugovaly. Z kazdé zkumavky se odebraly 2 jgko negativni kontrola DNA
kontaminace, do kterych nebyl&igina reverzni transkriptaza RevertAid (200 U/jihgk se
s nimi zachazelo jako s ostatnimi vzorky. Do ostangkumavek byl k 19 upl vzorku
a ostatnich komponentigan 1 pl reverzni transkriptazy. Finalni sloZze@i2 reakni snesi

bylo nasledovné:

finalni koncentrace

NFW -

100 uM Random Hexamer Primer 50 uM
5x Reaction Buffer 1x

10 mM dNTP Mix 1 mM
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ ul) 20U
RevertAid (200 U/ul) 200 U
RNA 0,025 pg/ul

Zkumavky byly nasledghinkubovany 10 minutip RT a poté 60 minutip42 °C, coz
je optimalni teplota pro aktivitu RevertAid reveraranskriptazy fisobici také jako RNaza H
specificky degradujici RNA ve vzniklych RNA-cDNA bgdnich fetézcich. Reakce byla

ukoniena inkubaci 10 minutip70 °C a vzorky byly zamrazeny r&0 °C.

4.1.8.1 Kontrola kontaminace a kvality cDNA

Kontrola gitomnosti cDNA a kontaminace genomovou DNA bylaveaena amplifikovanim
useku kontrolniho, tzv. houskeepingového gL pro ubiquitin C, ktery je exprimovan ve
vSech &lnich tkanich (PROTEIN ATLAS, URLS6), a naslednowpaeci PCR produktna
gelové elektroforéze. Primery byly navrzeny taky amplifikovany Gsek zahrnoval intron
genuUBC, predni (forward) primer byl umi&h do exonu 1, zfiny (reverse) primer do exonu
2. Produkt genomové DNA ¢hdélku 1 009 pér bazi (base pair, bp) zahrnujici intron,
v piipact cisté cDNA doSlo pouze k amplifikaci reverzrranskribované mRNA, tedy
2 exori, a délka produktu byla 190 bp (Soucakal, 2005). Kontrolou kontaminace prosly

v8echny no¥ syntetizované vzorky cDNA a kontroly.
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Prace s cDNA se provéa v ¢isté pre-PCR laboratiose sterilnimi nastroji a plastem,
vzorky byly kthem prace umishé na chladicim stojanku. Pro reakci byly pouzhigmikalie
od firmy Top-Bio a primery od Invitrogen i@dni 5-ATTTGGGTCGCAGTTCTTGT-3';
zpetny  5-TCCAGCAAAGATCAGCCTCT-3). PCR reakce probliha v destice
s 96 jamkami, do kterych bylo napipetovano 9,5qdkeni snesi a 0,5 pl cDNA. Konéné

sloZeni 10 pl reati smési bylo nasledovné:

finalni koncentrace

6,9 ul NFW -

1 ul 10x Taq pufr bez M{ 1x

0,4 ul 25 mM MgGl 1 mM

0,2 pl PCR dNTP mix (10 mM) 0,2 mM

2x 0,25 pl primery F+R (10 puM) 2x 0,25 uM
0,5 pl Taq Purple polymeraza (1 U/ pl) 0,5U

0,5 ul cDNA -

Reakce byla provedena v PCR cykleru GeneAmCR System 9700 od Applied
Biosystems s nastavenym programem: 5 miiiu®4°C; 38x 30 sekundip94 °C, 30 sekund
pii 64 °C a 30 sekundip72°C; 5 minut @i 72°C a 10°C do vypnuti pistroje.

Po dokoweni amplifikace byly PCR produkty elektroforetickseparovany na
3% agardzovém gelu v 0,5x koncentrovaném TBE pltifistborat-EDTA). Jako marker bylo
pouzito 8 ul roztoku 6x koncentrované®x174 DNA — Hae Il Digest a 6x Loading Dye
Solution v NFW. Vzorky byly elektroforeticky sepa#my necelou hodinurpnapsti 120 V
a proudu cca 100 mA. Poté byl gel 15 minut barvenatoku ethidium bromidu, oplachnut
v destilované vo# a vyfotografovan fotoaparadtemrilad vyfotografovaného gelu je na
Obr. 16. U kontrolnich vzotkabsence DNA produktu signalizuje, Z&hbm izolace RNA
nedoSlo ke kontaminaci vzorku DNAfi#mnost produktu odpovidajiciho velikosti 190 bp
u cDNA vzorlka ukazuje na spréaenprovedenou syntézu cDNA. Wtipadt kontaminace
genomovou DNA (tj. vyskytu pruhu o velikost 1 00p)bnebo p negitomnosti 190 bp
pruhu by tyto vzorky musely byt ze studigageny.
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1078 bp

194 bp

marker Vzorky a negativni kontroly

Obr. 16: Vyfotografovany gel s PCR produkty a negatnimi kontrolami obarveny ethidium bromidem.
Na gelu jsou viditelné pruhy o velikosti 190 bppogidajici pozadovanym produikh. V pripact kontaminace
by byly viditelné i pruhy o velikosti 1 009 bp. Wgativnich kontrol se Zzadné pruhy nevyskytuji.

Kvalita cDNA pro gqPCR (quantitative PCR) byla d&tentrolovana amplifikaci
kontrolniho genWPPIA pro protein peptidylprolyl izomerazu A. Tento gerstejré jako UBC
exprimovan ve vSechélhich tkanich (PROTEIN ATLAS, URL7). gPCR se providza
pouziti TagMan Gene Expression Assay, ktera obsap@j nezngenych primek a sondu
S reportérovou zri&ou a zhasem (viz kapitola 4.2 Studie genové exprese). Pasaiebyl
pouzit HOT FIREPJ! Probe gPCR Mix Plus (ROX) od firmy Solis BioDyretery obsahuje
vSechny zbyvajici komponenty nutné pro gPCR realeakce probihala v 0,1 ml
zkumavkach, do kterych bylo napipetovano 2,5 ul 2¢skné cDNA v NFW a 7,5 pl reghi

smesi. Konené sloZeni 10 pl redki snesi bylo nasledovné:

finalni koncentrace

5 ul NFW -
0,5 ul TagMan Gene Expression Assay (20x)RPbA 1x
2 ul 5x HOT FIREPS! Probe gPCR Mix Plus (ROX) 1X
2,5 ul 2,5xedna cDNA -

VSechny vzorky byly vytvieny v duplikatu pro &sSi presnost. Byla vytviena také
kontrola bez cDNA proifjpadné odhaleni kontaminace, kter4 misto vzorkalubsla 2,5 pl
NFW, a kalibr&ni vzorek o zndmé expresi pro kontrolu spraprobehlé reakce. qPCR byla
provedena naifstroji RotorGene 600 (Corbett Life Science, SydAetralie) s nastavenym
programem: 2 minutyip58 °C; 10 minut pi 95 °C; 50x 15 sekundip95 °C a 1 minutu fi
58°C.

Vystupem z qPCR jsou hodnoty kvantiftkaho cyklu Cq (quantification cycle), které

odpovidaji cyklu reakce, ve kterém fluoress@nsignal stoupl nad prahovou hodnotu.
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Hodnota Cq negatiwnkoreluje s mnoZstvim vstupniho materialu reakced&korteni gPCR
se odéetly hodnoty Cq a vifipac, Zze by vzorky mily pramér Cq vySSi nez 25, byla by
opakovéna analyza kvantity a kvalityjgadré by tyto vzorky ze studie byly vgizeny.

4.2 Studie genové exprese

Pro pilotni studii provedenou na Qiiehi toxikogenomiky SZU Mgr. Kat@ou Elsnerovou
v letech 2013-2014 bylo na zakéatiteratury vybrano 94 gen(jejich seznam je uveden
v Priloze 1), jejichZz produkty sedastni transportu, metabolizmu nebo mechanizmu finkc
platinovych derivat a taxaii, bure¢ného cyklu a signalizace, a mohou souviset nebuisiou
s progresi nddéra mnohdetnou lékovou rezistendil vybranych get byla zngrena hladina
exprese na urovni mRNA v nadorové a kontrolni clafitkani na souboru 60 pacientek
a 14 Zen bez maligniho oneménn vaje&niku. Vysledky byly nasledn statisticky
vyhodnoceny v softwaru REST 2009 (QIAGEN, Hildedrhecko), kde byla porovnana
hladina exprese v kontrolni a nadorové tkani, aftmaru SPSS v16.0 (Inc., Chicago,
IL-USA), kde byla exprese porovnana s klinickymitydgacientek. Kandidatni geny pro
validaéni studii provedenou na nezavislém souboru 57 ptekebyly vybrany na zaklg&d
signifikantni korelace genové exprese s klinickyaaity (souhrn signifikantnich vysletlk
pilotni studie je uveden v Tab. 6).

V pilotni studii byly hodnoceny vztahy genové exgaek nasledujicim klinickym
Gdajim: histologicky typ ovarialniho karcinomu, graddadium onemocini, exprese
proteinového markeru Ki67 (%) a jeho hodnoty kbedé podle hranice 15 % (,cut off*) na
2 skupiny pacientek a doba do progrese. Doba dgr@se (time to progression, TTP) byla
definovana jako doba od operace do progrese, relagiso umrti v resicich. Faktorialni data
se hodnotila Kruskal-Wallis a jednofaktorovym ANOMAstem pro zji&hi sn&ru vztahu.
Spojita data byla hodnocena Spearman testem a Tadwog Kaplan-Meier testu

a signifikance metodou Log Rank.
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SPSS REST 2009
Pozitivni/negativni Zména exprese v
Klinicka data Gen p-hodnota| korelace exprese s nadorové vs. p-hodnota
Klinickymi daty kontrolni tkani
ABCA12 0,008 + zvySena exprese 0,038
ABCC3 0,015 + zvySena exprese < 0,001
ABCC6 0,015 + bez zrny -
ABCD3 0,007 + snizena exprese < 0,001
ABCG1 0,038 + bez zrny -
ESR2 0,021 + sniZzena exprese < 0,001
HGSC vs. ERBB2 0,050 + bez zimy -
ostatni typy MLH3 0,044 + sniZzena exprese < 0,001
NROB2 0,001 + bez zrny -
NR1H4 0,004 + snizena exprese < 0,001
PLK1 0,036 - zvysena exprese < 0,001
SLC22A5 0,004 + sniZzena exprese < 0,001
SOD1 0,037 + snizena exprese < 0,001
SOD3 0,007 + bez zrny -

_ ABCA3 0,018 + bez zimy -
ﬁﬁd'll\J/m ABCA12 0,045 - zvySena exprese 0,038
vs. | + I ATP7A 0,047 + snizena exprese < 0,001

ATP7B 0,034 + bez zimy -
ABCA2 0,038 - bez znény -
MSH2 0,033 - bez znény -
\?S:aff g NRL2 | 0,014 = bez zneny -
SOD2 0,009 + bez zimy -
TP53 0,011 - bez znény -
ABCA10 0,049 - snizena exprese < 0,001
ABCB1 0,049 - snizené exprese < 0,001
Exprese Ki67 | _ABCC3 0,025 - zvySena exprese < 0,001
(wcut off* = ABCD2 0,028 - bez zmény -
15 %) ABCG1 0,039 - bez zngny -
ABCG2 0,049 - shiZzena exprese < 0,001
SLC16A14 0,044 - shiZzena exprese < 0,001
ABCAS8 0,007 - snizena exprese < 0,001
ABCA9 0,044 - snizena exprese < 0,001
ABCB1 0,005 - snizené exprese < 0,001
. ABCC3 0,009 - zvySena exprese < 0,001
EXpr((E;()e Ki67 ABCD2 0,010 - bez zngny -
’ ABCGL | 0,047 = bez zneny -
EGFR 0,021 - snizena exprese < 0,001
GLRX 0,018 - bez zmény -
MKI67 0,002 + zvysSena exprese < 0,001L
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] MLH1 0,033 - snizena exprese < 0,001
Expreoje KIB7 ™ NR1H4 0,032 - snizena exprese < 0,001
) PLK1 0,000 + ZvySena exprese < 0,00
ABCC9 0,012 - snizena exprese < 0,001
TTP
MSH2 0,043 + bez zrny -

Tab. 6: Souhrn signifikantnich vysledki pilotni studie. V tabulce jsou uvedeny signifikatni vysledky
statistické analyzy korelace genové exprese ackijiwih dat v programu SPSS v16.0, na z&klkeehoz byly
vybrany kandidatni geny pro valigid studii. Pozitivni korelace oz#aje stav, kdy vy3Si exprese daného genu
koreluje s vy$Sim stadiem, gradem, expresi Ki67orehyskytem HGSC typu karcinomu. Negativni korelac
naopak oznéuje vztah mezi vy3si expresi a niz8im stadiem,amaxpresi Ki67 nebo vyskytem ostatnichityp
ovarialniho karcinomu. Pro vybrané geny jsou uvgdeké vysledky srovnani genové exprese u nadorové
a kontrolni tkas v programu REST 2009. TTP ozunge délku doby od operace do progrese, relapsu aett

v mesicich:Pro geny korelujici s vice klinickymi tdaji jsouslgdky z REST 2009 uvedeny vicekrat, tyto geny
jsou oznaeny tinym pismem.

Pro n&teni hladiny genové exprese na arovni transkripta yuZzita gqPCR za pouZiti
HOT FIREPof Probe gPCR Mix Plus (ROX) a TagMan Gene Expresgéissays, které
obsahuji par nezganych primelt a sondu s fluoresceni reportérovou zrikou (FAM™
nebo VIC®) na 5 konci a zha8em na 3" konci. Sonda je fragment DNA komplemeritarn
k sekvenci transkriptu #&ieného genu. Viftomnosti zhd%e nelze detekovat fluoresce
signal, Bhem amplifikace Useku cDNA s navazanou sondou &ethazi k jeji degradaci
vlivem 5" — 3 exonukleazové aktivity HOT FIREPoDNA polymerazy obsaZené v reak
smeési. Jakmile se reportérova zka dostane z dosahu zhé&gelze detekovat fluorescan
signal. Mnozstvi amplifikované cDNA koreluje s ing#ou signalu a pibéh reakce Ize
sledovat v reélnérdase (viz Obr. 17).

Vzorky cDNA byly 8x fedny v NFW a pro kazdy gen zviadylo pipraveno
piislusné mnoZstvi redki snesi (seznam pouzitych TagMan Assays je uveden v Tab.
Reakce probihala na dest s 384 jamkami, do kterych byly napipetovany 2iedné

cDNA a 3 ul snisi. Kon&né slozeni 5 pl regki snesi bylo ndsledovné:

finalni koncentrace

1,75 pl NFW -

1 ul 5x HOT FIREPG! Probe gPCR Mix Plus (ROX) 1x
0,25 pl TaqgMan Gene Expression Assay (20x) 1x
2 ul 8xiednd cDNA -
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Desttka byla gelepena folii, utsntna a centrifugovana 2 minuty na PCR Plate
Spinner (VWR) 1 minutu i 500 g. Exprese byla &ena na fstroji ViiA7 (Applied
Biosystems, Waltham, MA-USA) s nasledujicim program@mminuty @i 50 °C; 10 minut
pii 95 °C; 45x 15 sekundip95°C a 1 minutu fi 60 °C.

0147954

0.1

Fluorescence (r.u.)

0.01

Obr. 17: Amplifika éni kfivka qPCR. Na ose X jsou uvedené PCR cykly, na ose ¥ema intenzita
fluorescence v relativnich jednotkach (r.u.). Hadn@q odpovidé cyklu reakce, ve kterém intenzitarftscence

stoupne nad prahovou hodnotdemou softwarem ViiA7.

VSechny vzorky byly stanoveny v duplikatech prisV presnost, v fipac rozdilu
hodnot duplikai o vice nez 0,5 Cq bylo &eni opakovano. Spolu se vzorky byl vZzdgien
také kalibrator (8xtedkna ekvimolarni sgs 10 cDNA z kontrolnich tkani) pro kontrolu
pribéhu reakce. fed vlastnim réfenim vzork byla z fedici fady kalibratoru pro kazdy
studovany gen vytwena Kkalibrani kiivka a vypdtena @innost reakce. Vifpad
nevyhovujici dinnosti byla optimalizovana teplota nasedani primek, aby se &nnost
gPCR reakce u vSech studovanychtgpohybovala v rozmezi 90-110 % (geny sezou

teploty nasedani primijsou uvedeny v Tab. 7).

4.2.1 Seznam studovanych gein

Dle vysledk: pilotni studie bylo vybrano 34 kandidatnich @gmo dalSi analyzu (viz Tab. 7).
K témto gemm byl pridan takéPRC1, ktery nebyl zahrnut do pilotni studie, jeliko@éi studie
na Oddleni toxikogenomiky SZU jiz potvrdily jeho vyznamios ovarialniho karcinomu

(Ehrlichovaet al, 2013) a dalSi studie potvrzujici jeho vyznamnasbihaji. K vybranym
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genim byly prifazeny také 3 referéni, tzv. houskeepingové genPKIA, UBC, YWHAY
které nasledhposlouzily k normalizaci ziskanych dat. \&hi¢chto geri probshl na zaklad
prededlych studii na Odtkni toxikogenomiky SZU (Ehrlichovat al, 2013). Rhem pilotni
studie byla stanovena jejich stabilita v ovaridkéni pomoci softwaru NormFinder (verze
19) a geNorm (verze 3.5). Celkobylo tedy studovano 35 kandidatnich a 3 refemégeny,
jejichz seznam je uveden v Tab.7.

Genova exprese byla #tena na nezavislém souboru 57 pacientek a 14 Zen bez

maligniho onemocmi ovarii z pilotni studie.

. C e s Délka Transkript
Gen Cislo TagMan Assay Anglicky ndzev genu amplikonu RefSeq
(bp)
Transport
ABCA2 Hs00242232_m1 ATP'*X”&E% ;;Srf]‘ztrfl’) ::‘g'fam”y 58 NM_212533.2
ABCA3 Hs00184543 m1 ATP'*X”&E% ;;Srf]‘ztrfl’) ::‘g'fam”y 77 NM_001089.2
ABCAS Hs00992371_m1 ATP'%QOA“E% i’isrfgrfb g’r“g'fam"y 85 NM_007168.2
ABCA9 Hs00329320_m1 ATP'%QOA“E% i’isrfgrfb g’r“g'fam"y 145 NM_080283.3
ABCA10® Hs00365268_m1 ATP'Abi?sg‘glgéﬁeeg%esr“lbdfam"y 127 NM_080282.3
ABCA12 Hs00292421_m1 ATP'Xi?ﬁg‘glc)‘f‘fns:m’:rulbz'fam”y 77 NR_103740.1
ABCB1 Hs00184491 m1 ATE‘t(’li\;l'gig?&a;feggns;‘;‘?m"y 110 NM_000927.4
ABCC3 Hs00358656_m1 ATE'E’&”FO'T%,\‘A’?{S;)E'?&rSn“bb;%m"y 98 NM_003786.3
ABCC6 Hs00184566_m1 ATE'E’&”FO'T%,\‘A’?{S;)E'?&rSn“bb;aam"y 56 NM_001171.5
ABCC9 Hs00245832_m1 ATE'E’&”FdTig%,\‘A’%SS)e’tﬁﬁé;“bb;agm"y 70 NM_020297.2
ABCD2 Hs00193054_m1 ATP'bli)”?iA”Lngf‘;s:rgte)’e f”zb'fam”y 109 NM_005164.3
ABCD3 Hs00161065_m1 ATP'bli)”?iA”Lngf‘;s:rgte)’e f‘gb'fam”y 91 NM_002858.3
ABCG1 Hs00245154_m1 ATP'gi?\?\}E?T‘gfsﬁgfﬁbse”rbifam”y 58 NM_207629.1
ABCG2 Hs00184979_m1 ATP'g?\?Jﬂ?T‘gfsnﬁgabse“rbz'fam"y 92 NM_004827.2
ATP7A Hs00163707_m1 ATPaiebgs;gggggomng’ 88 NM_000052.6
ATP7B Hs00163739_m1 ATPa%ebgs;gggggomng’ 83 NM_000053.3
SLCI6A14  Hs00541300 m1l SO'“tenf:::s;rfiZ‘”y 16, 106 NM_152527.4
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solute carrier family 2/(organic

SLC22A5 Hs00929869_m1 cation/carnitine transporter), 65 NM_003060.3
member 5
MMR
MLH1 Hs00179866_m1 mutL protein homolog 1 103 NM_000249
MLH3 Hs00271778_m1 mutL protein homolog 3 75 NM_001@801
MSH?2 Hs00953523_m1 mutS protein homolog 2 86 NM_000251.2
Bunéény cyklus
MKI 67 Hs01032443 m1l marker of proliferation Ki-67 66 ND02417.4
PLK1? Hs00153444_m1 polo-like kinase 1 91 NM_005030,3
PRC1 Hs00187740_m1 protein regulator of cytokinesis 1 211 NM_001267580.1
TP53 Hs01034249_m1 tumor protein p53 108 NM_000546|5
Metabolizmus
GLRX? Hs00829752_g1 glutaredoxin 133 NM_001118890.1
SOD1 Hs00533490_m1 superoxide dismutase 1, soluble 60 _000U54.4
SOD2 Hs00167309_m1 superoxide dismutase 67 NM_000636.2
mitochondrial —
soD3 Hs00162090_m1 superoxide dismutase 3, 99 NM_003102.2
- extracellular -
Signalizace
EGFR Hs01076078_m1 epidermal growth factor receptor 60 M_BI05228.3
v-erb-b2 avian erythroblastic
ERBB2 Hs01001580_m1 leukemia viral oncogene 60 NM_004448.2
homolog 2
ESR2 Hs01100357_m1 estrogen receptor 2[{ER 93 NM_001040275.1
NROB2 Hs00222677_m1 nuclear receptor subfamily 0, 87 NM_021969.2
group B, member 2 -
NR1H4 Hs00231968_m1 nuclear receptor subfamily 1, 85 NM_001206977.1
group H, member 4 -
NR1I2 Hs01114267_m1 nuclear receptor subfamily 1, 103 NM_003889.3
- group I, member 2 -
Referenéni
PPIA Hs99999904 m1 peptidylprolyl isomerase A 98 NM_021130.3
(cyclophilin A)
UBC Hs00824723_m1 ubiquitin C 71 NM_021009.4
tyrosine 3-
YWHAZ Hs03044281 g1 monooxygenase/tryptophan 106 NM_001135700.1

5-monooxygenase activation
protein,{ polypeptide

Tab. 7: Seznam studovanych kandidatnich gdin a pouzitych TagMan Assays.Geny jsou v tabulce

rozdsleny dle busénych proces, které reguluji.’V tabulce je vzdy uvedena pouze 1 reférénsekvence

transkriptu.®U ozna@enych gef byla z divodu nizké @innosti gPCR zmnéna teplota nasedani prinfiena

62°C.
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4.2.2 Statistické vyhodnoceni studie genové exprese

Zmeiené hodnoty hladiny genové exprese kandidatnich bgly pred statistickou analyzou

nejprve normalizovany pomoci hladin refefeith geri dle nasledujiciho vzorce:
Cq (normalizované) = Cq (vzorek)/Cq fpner referercnich geti)

Cim mensi je vypd&tany pondr, tim vy3si je relativni exprese cilového genu.
Normalizace dat byla provedena pro minimalizacivivlieventualnich rozdil v kvalité
a kvantit RNA, chyb g ptipraw vzorki a rozditi v (innosti syntézy cDNA a gPCR
(Mohelnikova-Duchonovaet al, 2012). Normalizované Cq bylo pouZito pro statkgi
vyhodnoceni.

Pro srovnani exprese v kontrolni a naddorové tk&hipbuzit software REST 2009
(Pfaffl et al, 2002). Vstupem do tohoto softwaru jsou pouze mtimované Cq hodnoty
cilovych a referetnich geri a @&innosti jednotlivych reakci, které slouzi ke korekti
vypoctu rozdilu genové exprese u porovnavanych skugdaff{P2001).

Spolu s biologickym materidlem byla ziskana takgiékéa data pacientek, ktera byla
vyuzZita pro statistické vyhodnoceni. Z |&laych zaznarn byly ziskdny nasledujici
informace: ¥k pacientky v dob diagndzy, histologicky typ ovarialniho karcinonatadium
onemocgni, grade, exprese markeru Ki67 (%) a TTP asimich. Bhem vSech statistickych
analyz zahrnutych do diplomové prace se hodnasilologicky typ jako HGSC vs. ostatni
typy nadoti, grade jako G3 vs. G1 nebo G2 a stadium jako orkws. 11l nebo 1V. Dale byla
hodnocena exprese Ki67 stanovend histology ponmaanohistochemickych metod jako
procento buik s jadernou expresi Ki67. TTP se hodnotila jakbadod operace do progrese,
relapsu, nebo umrti pacientek \sicich. Klinicka data a normalizované hodnoty ge&wcav
expresi byly vyhodnoceny v programu SPSS v16.0.

Nejprve byla provedena analyza rozloZeni dat ponkamtmogorov-Smirnov testu.
Diky odchylkdm v rozloZeni &Siny sledovanych dat od normalniho rozloZeni byly
k vyhodnoceni pouZity neparametrické testy. Analyzaahu genové exprese s typem,
gradem a stadiem onemaaoin se provedla pomoci Kruskal-Wallis testu pro daiéini
veliciny. Nasleds se pro zji&ni sneru vztahu pouZil jednofaktorovy ANOVA test. Pro
testovani korelace exprese se spojitymi daty, w®dypresi markeru Ki67 (%), byl pouZzit
Spearman test. TTP byla hodnocena metodou KaplaerMe Log Rank testem, jejichz
vstupem byly hodnoty expresi, ratehé na 2 skupiny dle medianu, a TTP ¥siich.
Vyznamnost vSech statistickych analyziegkladané praci byla hodnocena na hladir05,
vysledky s p < 0,05 byly tedy povaZzovany za vyznédmn
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Vysledky statistickych analyz ze softwaru REST 2@08PSS v16.0 (dle ziskanych
vysledki grade a exprese Ki67) byly podrobeny tzv. FDRs@aliscovery rate) korekci podle
Benjamini a Hochberg (1995) (B-H korekce). Tatdret jdalSi korekce, napBonferroniho
korekce, se pouzivaji ¥ipad mnohonasobného testovani hypotéz ke kontrolestitkid
chyby typu I. B-H korekce mé za ukol prapddobnost vyskytu této chyby sniZzit.

Pro B-H korekci jsou zaptebi vSechny p-hodnoty pro dany typ analy?azené
vzestup® dle velikosti a vyznamnost stanovena jako g = O\d&stni korekce je provedena

s pouzitim nésledujiciho vzorce:
Pi<(i/m)xq

Hodnotam predstavuje celkovy giet hypotéz a paadi hypotézy v tabulce. Pokud je
p-hodnota rovna nebo mensi nez vyslednad hodnotatafisticky vysledek i po korekci
povazovan za signifikantni (Benjamini a Hochbe@Q3).

Signifikantni vysledky statistické analyzy TTP bybhodrobeny multiparametrické
analyze pomoci Cox regrese (Cox, 1972) adjustowangtadium, grade a vyskyt vzdalenych
metastaz. Tyto faktory modifikuji progn6zu paciéngemultiparametricka analyza takibe
odhalit spolupsobeni &chto faktofi. V rdmci Cox regrese v softwaru SPSS v16.0 f@tano
také tzv. hazard ratio (HR) vyjagici pravé&podobnost, Ze ke sledované udalosti (v tomto
piipad progresi, relapsu, nebo umrti pacientky) dojdehigjc nebo pomaleji v jedné

testované skupthoproti druhé (shrnuto v Spruaneeal,2004).

4.3 Sledovani hladin proteinu v cilové tkani

Dle vysledk: studii genové exprese byly pro analyzu hladinyginu vybrany 2 genyPRC1
a ABCA2(viz kapitola 5.1.2 Srovnani expresni hladiny dow@vé tkani s klinickymi daty).
Studium hladiny proteiin je nedilnou sotésti charakterizace nadorelikoZz pra¥ proteiny
jsou funkimi produkty gef.

Imunoblotovani je metoda detekce specifického jmat@ ukité velikosti ve snisi
dalSich protei. VyuZivAd se B ni separace denaturovaného vzorku dle molekulové
hmotnosti na SDS polyakrylamidové gelové elektréfer (polyacrylamide gel
electrophoresis, PAGE), nasledniepos proteifi z gelu na membranu, tzv. Westetienqos,

a imunologicka detekce cilového proteinu pomocbyaspecifické protilatky (Towbirt al,

1979). Metody vizualizace jsouané, stej jako protokoly pro konkrétni proteiny.
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4.3.1 Protein PRC1

GenPRC1ma 19 transkrignich variant, z nichz 9 kdéduje protein. Jako kaokaije brana
izoforma proteinu obsahujici 620 aminokyselin (slaipt ENST00000394249/
NM_003981.3, protein NP_003972.1) o velikosti 72akrato izoforma byla detekovana
pomoci imunoblotovani u 57 vzarkadorové tkah pacientek a 9 kontrolnich tkani
zarazenych do validani studie.

Pro pipravu gel a SDS-PAGE bylo pouZitofslusenstvi Mini-PROTEAR od
Bio-Rad. Vzhledem Kk velikosti detekovaného proteipyl z piisluSnych pipravovanych
roztoki uvedenych v Tab. 4ijpraven 8% sepatai polyakrylamidovy gel (8% akrylamid,
375 mM ,lower" pufr, 0,1% SDS, 0,1% APS a 0,03% TEM (v/v)) o tlou¥ce 0,75 mm
a vySce pblizné¢ 5 cm (odpovida cca 3,5 ml gelu). Polymerace akmida a bis-akrylamidu
je iniciovana persiranem amonnym (ammonium persylfAPS) a TEMEDem. APS se
piirozere rozpada, vytvé volné radikaly, které TEMED stabilizuje a zaravwaychluje jejich
vznik, coZ umot#uje iniciaci polymeréni retzové reakce akrylamidu a bis-akrylamidu.
Vznika tak typicka poérovita struktura gelu. Po tiadio aparatury byl gelipvrstven tenkou
vrstvou butanolu, aby nedochazelo kinhibici polyaiei reakce kyslikem. Zidodu
nestalosti APS je nutné jeho roztakppavovat pimo pred pouZzitim, nebo ho zamrazovat po
malych alikvotech, které se po rozmrazeni ihnediyiyu

Po 1 hodig tuhnuti se butanol odstranil, rozhrani gelu sergto destilovanou vodou
a vysusilo filtr&nim papirem. Na rozhrani separtho gelu bylo nalito cca 1,5 ml
zaostovaciho 4% polyakrylamidového gelu (4% akrylamid251mM ,upper* pufr,
0,1% SDS, 0,01% APS a 0,1% TEMED (v/v)) a byl @dpvsazen kebinek. Zaosovaci gel
tuhne 30 minut a dhem PAGE slouZi k zadsini a srovnani separovanych vZgrkoz? je
umozréno odliSnym pH a koncentraci ,upper” a ,Jower* pufiPro PAGE bylo fipraveno
takové mnoZstvi vzorku, které odpovidalo 15 pgemt Vzorky bylyiedny do objemu
10 pl pomoci NFW a 2x SLB pufru (sample loadingfégf pro nanaseni vzoik u malo
koncentrovanych vzotkse pouzil 5x SLB. SLB pufr je nezbytny pro sepagaoteini dle
jejich molekulové hmotnosti, jelikoZz obsahuje SC#nfipaticky detergent vaZzici proteiny
a rusici jejich tercialni struktury. SDS také da@lgwroteirim zdporny naboj odpovidajici
jejich molekulové hmotnosti, mobilita protéinv gelu se tim padem stava pouze funkci
molekulové hmotnosti. SloZzkou SLB je také bromfewdé mod pro vizualizaci vzori
v gelu a glycerol, jehoZz hustota udrZzuje vzorky dr&é jamek gelu. Bed pouZzitim se do

2x SLB pidava p-merkaptoethanol (4% v roztoku (v/v)), ktery rudsulfidické mistky
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v proteinu a zabraljje oxidaci cysteit. Pred nanesenim na gel byitgdné vzorky s SLB
inkubovany 10 minut ip 95 °C, k&hem nichZ doSlo k linearizaci proteinu. Po denaiusac
vzorky centrifugovaly 5 minutip21 382 g a RT.

Gely se vlozZily do PAGE aparatury s 1x ,running“fram, hebinek byl z gelu
odstragn a gipravené vzorky se pomoci ultratenkéc&yi pipetovaly do vzniklych jamek.
K testovanym vzorkm byl piidan i jeden kontrolni, a sice protein z Bémé linie nadoru prsu
MDA-MB-231, ktery slouZil jako pozitivni kontrola @ozdji byl pouZzit jako kalibrator
k normalizaci ziskanych hodnot #znych membran. Bylo pouzito 5 pg tohoto proteinu,
mnozstvi bylo zvoleno po provedeni testovaciho imiotab s fiznou nanaskou
MDA-MB-231 (viz Obr. 18). Vedle vzork bylo napipetovano 5 ul Precision Plus Protein™
Dual Color Standards markeru. PAGE aparatura pfejena a spudia nejprve na 80 Vip
proudu maximalé 100 mA, po pesunuti vzork do separéniho gelu bylo nagi zvySeno na

120 V. Proteiny se Kili svému zapornému nébojigsunuji v gelu sirem k anod.

75 kDa
r - D oD s gEp e ——— e -~
Sug 10 pug 15 ug 20 ng 25 ng T ) K K
MDA-MB-231

Obr. 18: Vysledek imunoblotu (PRC1) za &elem volby vhodného mnozstvi kontrolniho vzorku
MDA-MB-231 pro sledovany protein v ovarialnich vzocich. Na gel bylo nanesenoizné mnoZstvi
MDA-MB-231 (5-25 pg), 15 pg vzorku tumoru s velkexpresi PRC1, nizkou expresi a 2 vzorky kontrolni
tkarg (zleva). Dle intenzity pruhbyla pro vyuzivani kontrolni linie vybrana nanad®kpg, kterd svou intenzitou
byla nejblize tkhovym vzorkaim.

Po cca 2 hodindch se PAGE vypnula a gel byl remalo 1x blotovaciho pufru
s 20% methanolem, aby se g odstranil ,running” pufr. Pro Westerntgnos byla pouzita
nitrocelul6zova membrana Amersham Protran 0.2 NC odH&&lthcare Life Sciences, ktera
byla gred pouzitim na 10 minut namena v blotovacim pufru, stejfjako filtracni papir. Pro
prenos proteifi z gelu na membranu se pouZilidstuSenstvi Criterion™ Blotter od Bio-Rad.
Pripravena blotovaci kazeta byla vioZzena do aparataky aby se proteiny pohybovaly
smérem z gelu na membranu, tedy od katody k @andab aparatury bylo umigto také
magnetické michadlo a chladici déks. Pro blotovani s Amersham Protran 0.2 NC bylo
zapotebi pouzit blotovaci pufr s 20% obsahem methanaéry knapomaha odstram SDS
Z proteinu a jejich lepsi vaZma membranu. Aparatura se zapojila na 1 hodind @0 V

a maximalnim proudu 500 mA.
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Po dokowreni genosu byl gel obarven v Coomassie blue barvicimokazi{Meyer
a Lamberts, 1965) pro vizualni kontrolgininosti genosu proteith na membranu. Gel byl za
tiepani barven 20 minut a poté 2x 30 minut proplaghow odbarvovacim roztoku
(25% methanol, 10% kyselina octova). Obarvené dsjlly vyfotografovany na ibstoji
Odysse{/Fc (LI-COR® Biosciences, Lincoln, NE-USA) 2 minutyify00 nm (viz Obr. 19).

Obr. 19: Barveni polyakrylamidového gelu na proteinpomoci Coomassie blueBarveni gelu po Western
prenosu slouzi ke kontrolefgnosu proteifn na membranu. Na gelu nejsou viditelné gastarvené pruhy

proteini, prenos na membranu byl tedgldadny.

Membrana byla po uk@eni Western f&@nosu oplachnuta v TBS pufru (Tris-buffered
saline) a reverzibikhobarvena na protein v Ponceau S Solution (Sigmaighidpro kontrolu
pienosu (viz Obr. 20). Membrana se barvila 5 minut tdegani, oplachla se v destilované
vok, byla vloZzena do fihledné félie a naskenovana pro kontrolni denzitoimeprogramu
ImageJ 1.50i (viz Obr. 21). Tato denzitometrie slzuki porovnani feneseného mnozstvi
proteinu (Romero-Calveet al, 2010). Po obarveni byla membrandizeita dle velikosti
detekovaného proteinu. Mimo PRC1 bylo z@ebt detekovat i referéni protein, v tomto
pripadt B-aktin (45 kDa), ktery pozgi slouzil k normalizaci ziskanych dat. iSsuta
membrana byla zagpani 2x 5 minut oplachnuta v TBS + 0,1% Twh(TBST), aby doslo
k odstragni Ponceau. Twe&80 je detergentifiavany do promyvacich puifr blokovacich
¢inidel nebofedinych protilatek, za delem dikladnjSiho promyvani od nenavazanych

imunoreagencii, zamezeni nespecifické vazby preklatsnizeni nespecifického pozadi.
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Obr. 20: Barveni membrany na protein pomoci PoncealS Solution. Po obarveni jsou vizualizované

preblotované proteiny.
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Obr. 21: Kontrolni denzitometrie celkového proteinu po obarveni Ponceau S provedena v programu
ImageJ. Na ose X jsou jednotlivé vzorky, na ose Y denxitalativnich jednotkach (r.u.). Tato denzitometrie
slouzi k porovnani celkového mnozZstieplotovaného proteinu mezi vzorky. Jelikoz nangdkateinu byla

u vSech vzork identicka (kromt MDA-MB-231), denzita peneseného proteinu byéha byt fgiblizné stejna.

Jelikoz membrany pouzivané pro Westelfenes vazi vSechny proteinygeatns
protilatek, bylo ped inkubaci s primarni protilatkou nutné na membémablokovat mista bez
navazanych protein aby se zabranilo nespecifické vazprotilatky. Toho se docililo
inkubaci membrany s Blocker™ BLOTTO in TBS + 0,1% &w&0, obsahujicim 5% (w/v)
odtuwenéné suSené mléko (dale 5% blokovaitiidlo). Membrana byla zadpani inkubovana
30 minut @i RT. Proteiny v mléce vyvazaly voln4 mista na memir&mz se docililo

nasledné specifické vazby protilatek na cilové gamt.
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Po ukorteni blokovani byla membrana Zapani proplachnuta od blokovacitinidla
2x 5 minut v TBST a néasledninkubovana s priméarni protilatkou. Pro detekci RR@yla
pouZita monoklonalni kr&li 1gG primarni protilatka PRC1 Antibody (EP1513Y),
NB110-57434 od Novus Biologicaled:na 1:1 000 v 1% blokovaciiinidle. Pro detekci
B-aktinu byla pouzita monoklonalni kré&lilgG primarni protilatkeB-Actin (13E5) Rabbit
mAb #4970 od Cell Signaling Technologedina 1:2 000 v 5% blokovacinginidle.
Membrany byly za jemnéhdepéani inkubované s protilatkamtgs noc, cca 16 hodintip
4 °C. Po inkubaci se membrany Zapgéni 3x 10 minut promyly od zbylé protilatky v TBS
a poté se za jemnéhiepani spokn¢ inkubovaly se sekundarni protilatkou 2 hodirfy RT.
Jako sekundarni protiladtka byla pouzita kozi sekomid protilatka proti krasimu 1gG
Anti-Rabbit s konjugovanou peroxidazou od Sigmarithkl rectnd 1:10 000 v TBST.
Peroxidazou znmna sekundarni protilatka se specificky vaze nandmi protilatku
a umoauje tak \&tSi specifitu, nezi pouzivani zn&ené primarni protilatky.

Po inkubaci byly membrany zé&epani proplachnuty 3x 10 minut v TBST a nastedn
vizualizovany pomoci metody zesilené chemiluminesee(enhanced chemiluminescent,
ECL) za pouziti SuperSignal™ West Pico Chemiluniees Substrate reagencii od Thermo
Fisher Scientific. Dostat®@é mnoZstvi ECL pracovniho roztoku s&ippavilo smisenim
Luminol/Enhancer Solution se Stable Peroxide Buffgronmru 1:1. Roztok byl nasledn
nanesen na membrany uniig ve tmavé krabce, kde byly inkubované beepani 5 minut.
ECL vizualizace sp#iva v reakci luminolu s oxidantem, peroxidem vodikatalyzované
peroxidazou konjugovanou se sekundarni protilatiBitnem této reakce vznika excitovany
meziprodukt, ktery &ghem sniZzovani své energetické hladiny emitujétlevpii 450 nm.

K luminolu se pidava také tzv. enhancer, ktery umoje delSi trvani reakce bez ztraty
intenzity emitovaného $tla. Membrany byly po inkubaci vioZzeny douptedné folie
a vyfotografovany naifstroji Odyssey 30 sekundiB00 nm a 30 sekundfipd50 nm. Fi
600 nm byl vizualizovan marker. Denzitometrie sevackla v softwaru Image Studio™

4.0.21 (LI-COR Biosciences), zifena denzita pozitivhkoreluje s mnoZstvim proteinu.

4.3.2 Protein ABCA2

GenABCA2ma 24 transkrignich variant, z nichz 10 kéduj&jakou formu proteinu, 4 z nich
pak plnohodnotny ABC transportér (ENSEMBL, URL8)anbnickd izoforma proteinu
ABCAZ2 se nazyva 1A (transkript ENST0000034154M 001606.4, protein NP_001597.2),

je sloZzena z 2436 aminokyselin a ma velikost 27@.kledna se o izoformu exprimovanou
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vraizné mfe ve vSech tkanich, siln4 exprese byla &jidtv ovariich (lleet al, 2004).
Izoforma 1A byla cilem detekce pomoci imunoblotovani.

Vzhledem k zavathi metodiky imunoblotovani pro protein ABCA2 byla meje
provedena optimalizace protokolu dle Odyssey Was®lot Blocker Optimization for
Near-Infrared (NIR) Detection,¢chem které se otestovaly d4zna blok&ni cinidla, Odyssey
Blocking Buffer (TBS), Odyssey Blocking Buffer (PBSCasein Blocking buffer a 5%
blokovacic¢inidlo. Dle vysledk (viz Obr. 22) a dostupnych chemikalii bylo jak@kdvaci
¢inidlo vybrano Odyssey Blocking Buffer v PBS (phbape-buffered saline) (OBB PBS),
respektive jeho analog SEA BLOCK Blocking BuffeB@), ktery byl uznan pro pouzittip
NIR detekci na fistroji Odyssey a ste§rjako OBB PBS neobsahuje saproteiny.

OBB TBS Casein BB

1,25 25 5§ 10 MCF-7(ng) 10 5 25125

270 kDa

5% blokovaci ¢inidlo OBB PBS

Obr. 22: Optimalizace blokovani pro ABCA2 dle Odyssy Western Blot Blocker Optimization for NIR
Detection. Behem optimalizace byla testovana 4 blokové&icidla, OBB TBS, OBB PBS, Casein blocking
buffer a 5% blokovacic¢inidlo. V téchto roztocich byly takéediné protilatky a promyvani probihalo
v TBST/PBST. Na gely se naneslizné mnoZsvi proteinu z b&mé nadorové linie MCF-7. Dle vysleiilk
optimalizace bylo pro imunoblotovani ABCA2 zvoletinidlo OBB PBS, které bylo nahrazeno analogickym
SEA BLOCK blokovacim pufrem v PBS.
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JelikoZz se prvéa na Oddleni toxikogenomiky SZU zavéth metodika pro weni
hladiny ABCA2, byly podminky experimentu mnohokratpravovany. Uveden je
nejrecenttyjSi protokol, jehoz vysledky jsou v praci Zegeny. Imunoblotovani probihalo
stejré jako u PRC1, avSak s nasledujicimiémami. Vzhledem k velikosti proteinu byl
ptipraven 6% sepatai polyakrylamidovy gel (6% akrylamid, 375 mM lowepufr,
0,1% SDS, 0,1% APS a 0,03% TEMED (v/v)). Pro PAGHobptipraveno mnoZstvi
ovariélniho vzorku odpovidajici 20 nebo 50 pg groteu kterych bylo pomodi-aktinu jiz
diive prokdzéno, Ze nejsou degradované. Jako kohtvabrek se pouZilo 20 pug be&mé
nadorové prsni linie MCF-7 (na zaktadysledki optimalizace). Vzorky séedily v 2x SLB
s 4% B-merkaptoethanolem a denaturace probihala 10 mpiin87 °C. MnoZstvi pouzitého
markeru bylo z @vodu senzitivni IR (infrared) vizualizaci pouze L Rro Western f@nos
byla pro vyS8Si vazebnou kapacitu pouzita PVDF (pollidene difluoride) membrana
Immobilon R-FL PVDF (0,45 um) od Sigma-Aldrich. fBd blotovanim se hydrofobni
membrana na 1 minutu nagila do 100% methanolu, aby doSlo k jeji aktivachtép se
oplachla v destilované veéda byla pontena do blotovaciho pufru. Pro Westerrenos
s Immobilon membranou se pouZzil blotovaci pufr %1@bsahem methanolu. Blokace
probihala 1 hodinu ip RT v SEA BLOCK pufru. Pro detekci ABCA2 byla pat&
polyklonalni IgG kraki protilatka ABCA2 Antibody od Proteintech®dsna 1:1 000 v SEA
BLOCK pufru + 0,2% TweefR0. Membrana byla inkubovana s primarni protilatkou
2 hodiny @i RT. Promyvani probihalo v PBST, vzhledem k pcéraii blok&nimu ¢inidlu.
Jako sekundarni protilatka byla pouZita polyklohdozi anti-kraléi IRDye® 800CW Goat
anti-Rabbit od LI-COR Biosciences s konjugovanym fluoroforem, kteréfesila 1:5 000
v SEA BLOCK pufru + 0,2% Tweét20 + 0,01% SDS. Membréana byla vestinkubovana
se sekundarni protilatkou 1 hodinii [RT a vSechny nasledujici kroky probihaly jiz bez
pristupu s¥tla. Fed fotografovanim naifstroji Odyssey se membrana 1 hodinu suSila na
filtraénim papiru a poté se fotila 10 mindt OO0 nm pro vizualizaci fluoroforu a 30 sekund
pii 700 nm pro marker. Po fotografovani se membréhaekund barvila roztokem Amido
Black pro vizualizaci feblotovanych protein (pomoci Ponceau se PVDF membrana
dostatén¢ neobarvi), pes noc se promyvala v odbarvovacim roztoku a bgtkenovana pro
kontrolni denzitometrii v programu ImageJ 1.50ieDliskanych vysledk nebyly ABCA2
imunobloty dale hodnoceny (viz kapitola 5.2.2 Piro#®BCA2).
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4.3.3 Statistické vyhodnoceni studie hladiny proteinu

Data ziskan& po provedeni denzitometrie byt plastni analyzou nejprve podrobena dvoji
normalizaci. Zngiené denzity proteinu PRC1 se normalizovaly na dgnkontrolniho
B-aktinu pro redukci efektu ffpadné degradace proteinu ve vzorcich, dle nadtedaj

vzorce:
denzita PRC1 (normalizovand) = denzita PRC1 (v2ddekzitgs-aktinu (vzorek),

v ptipact absence pruh@-aktinu byl vzorek z analyz wgzen. Druh& normalizace jiZz nov
ziskané hodnoty denzity PRC1 byla provedena naitdekantrolniho vzorku MDA-MB-231.
Tato kontrola byla fitomna na kazdé membrase vzorky, normalizace vzarkbyla vzdy
provedena k MDA-MB-231 na ifslusné membrdn aby doSlo ke srovnani vysledk

z raznych membrén. Byla provéda dle nasledujiciho vzorce:
finalni denzita PRC1 = denz. PRC1 (normalizovargid PRC1 v MDA-MB-231 (normalizovana)

Analyza normalizovanych hodnot denzity byla provedes softwaru SPSS v16.0.
Nejprve byla provedena analyza rozloZeni dat porf@tinogorov-Smirnov testu a jelikoz
data vykazovala odchylky od normalniho rozloZzerouzivaly se neparametrické testy.
Pomoci Spearman testu se tjigal vztah mezi hladinou expreB&C1lna urovni transkriptu
a proteinu u tumdr a kontrol, rozdil v denzitmezi nadorovymi a kontrolnimi vzorky se
zhodnotil Kruskal-Wallis testem. Analyza vztahu msiwi proteinu ke klinickym déam
pacientek byla provedena Kruskal-Wallis testem pa&torialni (grade, stadium, typ)
a Spearman testem pro spojita data (exprese KiGjnoty denzity rozélené na 2 skupiny
dle medianu se s TTP hodnotily pomoci Kaplan-Méeéstu, signifikance pomoci metody

Log Rank.

4.4 Studie genetické variability vybranych ger

Hladina exprese gémebo funkce jejich produktmize byt ovliviena iznymi vlivy, mezi
které patti i vyskyt jednonukleotidovych polymorfizin(single nucleotide polymorphism,
SNP) v ramci genu nebo jeho regiiech oblasti. Jednd se o vyskyt 2 a vice alel Lidok
kdy frekvence vyskytu SNP v populaci musi byt atesh %.

Pro genotypizaci byly dle vysledkvalidatni studie genové exprese vybrany 2 geny,
PRC1aABCA2 V ramci Echto geri byly detekovany vybrané SNP u vzorgeriferni krve
98 pacientek s ovariadlnim karcinomem, ktera bylebodna ped operativhim zakrokem

a l&bou. Jelikoz se v geneRC1dlouném 29,6 kbp nachazi velké mnozstvi polymondiz
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byly z databazi (www.ensembl.org, http://www.nclohmih.gov) vybrany vSechny Kklinicky
vyznamné SNP s frekvenci vyskytu minoritni alelydnd % v evropské populaci. Pro
sowasnou studii byly nakonec vybrany 3 SNP pro vysokiiujici analyzu Kvek tani
(high resolution melting, HRM) a 3 SNP pro TagMaeliekou diskriminaci (viz Tab. 8). Na
polymorfizmech rs12910825, rs8028856, rs80316814852999 probihaji v stasnosti na
Odcleni toxikogenomiky SZU studie hodnotici jejichatatke karcinomu prsu,demuz bylo
pii vybéru piihlédnuto. Dle literatury se vybraly 2 dalSi klikicvyznamné SNP, rs8042680
souvisejici s diabetem typu 2 (Voigbt al, 2010) a rs2290203, ktery ma dle &agné
literatury vztah k nddam prsu (Cakt al, 2014).

PRC1
Cislo SNP Typ varianty Alely_ Pozice na Frekvence (%) Fenotyp
maj./min. chromozomu

rs12910825 intron A/G 15:90968030 38 alicny nador prsu
rs8042680 intron C/IA 15:90978107 33 diabetes typu 2
rs3028856 intron A/G 15:90987590 26 alicny nador prsu
rs2290203 intron G/A 15:90968837 21 nador prsu
rs3031684 intron T/IA 15:90984221 19 alicny nador prsu
rs11852999 intron CIT 15:90971530 7 nador prsu

Tab. 8: Tabulka vybranych polymorfizma genuPRCL1. Kurzivou ozn&ené polymorfizmy byly vybrany pro
HRM analyzu, ostatni pro TagMan alelickou diskriatn Alely jsou uvedeny jako majoritni (maj.) a miitni
(min.) se zamnou na + viakd DNA. Frekvence jsou uvedené dle 1 000 Genomes e€roj
(http://browser.1000genomes.org). Pozice na chromozje uvedena jaké&islo chromozomu:padi nukleotidu

smérem od p raménka ke q raménku chromozomu a je eagak referetni sekvenci NC_000015.10.

V ramci genuABCAZ2 dlouhého 21,7 kbp, je znamo velké mnoZstvi polfinmu.
Z toho divodu byly pro genotypizaci vyhledany pouze klinickjznamné polymorfizmy dle
literatury a SNP s frekvenci vyskytu minoritni glelad 3 % v evropské populaci nachazejici
se v exonech. Z vyselektovanych polymorfizrhyly vybrany pro alelickou diskriminaci
rs2271862 a rs7048567 dle vysoké frekvence v ekfopspulaci a rs908832 jako klinicky
vyznamny polymorfizmus souvisejici s Alzheimerovoliorobou (Wollmeret al, 2006),
viz Tab. 9.
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ABCA2
Cislo SNP  Typ varianty Alely_ Pozice na Frekvence (%) Fenotyp
maj./min. chromozomu
rs2271862 synonymni AIG 9:137011907 33 -
rs7048567  synonymni G/A 9:137009585 27 -
rs908832 synonymni AIG 9:137018032 3 Alzheimerova choroba

Tab. 9: Tabulka vybranych polymorfizma genu ABCA2 pro TagMan alelickou diskriminaci. Alely jsou
uvedeny jako majoritni (maj.) a minoritni (min.) sé@nénou na + vlaké DNA. Frekvence jsou uvedené dle
1 000 Genomes Project (http://browser.1000genonms.ozice na chromozomu je uvedena jakslo
chromozomu:ptadi nukleotidu sgrem od p raménka ke g raménku chromozomu a je emtak referetni
sekvenci NC_000009.12.

4.4.1 Alelicka diskriminace

Alelicka diskriminace je multiplexovd analyza zaoa na qPCR slouzici k detekci SNP.
Metoda vyuziva TagMan SNP Genotyping Assays fuegujg podobném principu jako
TagMan Gene Expression Assays (viz kapitola 4.2li8tgenové exprese). TagMan SNP
Assays obsahuji par nezeamych primel a 2 fluorescetné znaiené sondy se zhalejedna

je znaena FAM™ a druha VI& barvou. Bitomnost fiznych sond v reakci umaije
genotypizaci 2 moznych variant SNP tak, Ze kazdddaoje absoluth komplementarni
k 1 variant. Po specifickém ,nasednuti“ sondy na cilovou sekvea amplifikaci daného
Useku dochazi stejnako @i pouZziti TagMan Expression Assay k degradaci sovidgem

5" — 3" exonukleazové aktivity AmpliTagq GSIdDNA polymerazy obsazené v remk
smeési. Jakmile je reportérova ztka z dosahu zha&e Ize detekovat fluoresam signal,
ktery se u 2 pouzitych sond liSi (viz Obr. 23). Dletekce &znych fluorescetnich barev
software rozeznafijjomnost, nebo né&fiomnost moznych variant a po dokeni alelické
diskriminace jsou vzorky Klasifikovany jako homomnygi nebo heterozygotni pro danou

alelu.
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Alela 1

o) Legenda
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Alela 2 @
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Obr. 23: Princip fungovani TagMan alelické diskriminace. PouZivané zrn¢ znaené sondy jsou
komplementéarni vzdy k 1 mozné variamolymorfizmu. Pokud je tato variantdifpmna, dojde k ,nasednuti*
(match) sondy, k oddeni barvy z dosahu zha&®e bthem amplifikace a detekci signalu. V ¢pam gipads

sonda na nekomplementarni variantu ,nenasednenfaich) a reportér se neuvolniielzato a upraveno dle

Applied Biosystems — Alelic Discrimination Gettiggarted Guide.

98 vzorki DNA z periferni krve bylared®no pomoci NFW na koncentraci 20 ng/pl.
Pro analyzuABCA2 SNP se pro jeden vzorekigravily 4 ul reakni smesi obsahujici
TagMan SNP Genotyping Assay k detekovanému polyiamotf (seznam pouzitych TagMan
Assays je uveden v Tab. 10) a Genotyping Master $dixSemi komponentami nutnymi pro
pribéh PCR wetrs AmpliTaq Gol® DNA polymerazy. K reakni sn¥si v destice se
384 jamkami byl napipetovan 1 gddiné DNA. V gipac PRC1byly pripraveny 3 ul srési
a kni se pdavaly 2 ulredné DNA. Koné&né slozeni 5 pl reg&hki snmési s DNA bylo

nasledovné:
finalni koncentrace
NFW -
TagMan SNP Genotyping Assay (40x) 1x
TagMan Genotyping Master Mix (2x) 1x
DNA (20 ng/ul) 4 ng/uIABCA2; 8 ng/ul PRC)

U vSech reakci byla vyt¥ena negativni kontrola obsahujici NFW misto DNA.
Destitka s 384 jamkami bylarplepena folii,fadré utésrgna a centrifugovana 2 minuty na
PCR Plate Spinner (VWR)iip500 g. Reakce probihala naigtroji ViiA7 od Applied
Biosystems s nasledujicim programem: 30 sekutid 60 °C; 10 minut pi 95 °C;
45x 15 sekundip95 °C a 1 minutu fi 60 °C; 30 sekundif 60 °C.
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- Cislo TagMan Typ Alely Pozice v Zména Zména
Cislo SNP Assay varianty maj./min.  transkriptu kodonu ak
ABCA2 (NM_001606.4; NP_001597.2)
rs908832 C_9456380_10  synonymni AIG 2177 GAT,GAC 7%H
rs2271862 C_15961241 10 synonymni AIG 5612 CAT,CAH1824H
rs7048567 C_31786332_20  synonymi G/A 6830 CCT,CTC2230DL
PRC1 (NM_003981.3; NP_003972.1)
rs2290203 C_2999698_1 intron G/A - - -
rs8042680 C_2999711_10 intron C/IA - - -
rs11852999 C 2999702 10 intron cIT - - -

Tab. 10: Seznam pouzitych TagMan SNP Genotyping Aags. V tabulce jsou 3 detekované polymorfizmy
genuABCA2a 3 genlPRC1spolu isly pouzitych TagMan Assays. Alely jsou uvederkojanajoritni (maj.)

a minoritni (min.). Pozini data jsou vztaZzena k refetafm sekvencim uvedenym vedle studovanychtgen
Pozice v transkriptu je uvedena jakorgdi nukleotidu od 5° konce, Zma aminokyseliny je uvedena jako
pavodni aminokyselina, pozice v proteinu od N kormeaya aminokyselina.

Po dokorieni reakce bylo sgitdno mnozstvi jednotlivych genotym frekvence alel
(p,q) dle vzordi:

p =[(AA) +¥2. (AB)]IN,
q=[(BB) + % . (AB)]/N,

kde N je celkovy peet definovanych genotyp (AA) je patet standardnich homozygot
(AB) heterozygai a (BB) variantnich homozygint

4.4.2 VVysokorozliSujici analyza Kivek tani

VysokorozliSujici analyza ikvek tani je post-PCR metoda slouzici k detekceraHci
v sekvenci nukleovych kyselin. HRM je zaloZzend ma¢mach Kivek tani DNA diky
piitomnosti polymorfizmu. fd HRM analyzou je nutné amplifikovat templat Za@gmnosti
fluorescekni barvy specificky se vaZici k dvouviaknové DNAghBm HRM dochazi
k postupnému zvySovani teploty gPCR produktu a teaei DNA, kterd je zaznamenavana
v redlnémcase jako sniZzovéani fluoresagriho signélu. Teplota tdni DNA z4visi na obsahu
CG (tani pi vysSi teplot) a AT (tani pi nizSi teplot) parm bazi a jejich rozmishi
v amplikonu. Pomoci HRM analyzy lze detekovat #Am jediné baze, kterd se projevi
zménou Kivky tani. Kiivka standardniho a variantniho homozygota sezh&inou teploty
tani, heterozygoti maji odliSny tvarkikky zptisobeny nespravnym parovanim bazi, které

vzniklo bkéhem PCR reakce vidledku spojeni standardniho a variantnino DNA \éékn
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HRM analyza byla provedena u 3 vybranyPRC1 polymorfizmi, rs12910825,
rs8028856 a rs8031684, praeznbyly pro gedchozi studie provedené na O@lddi
toxikogenomiky SZU navrzeny primery v programu Reih v4.0 (http://primer3.ut.ee),
specifikace primer spolu se SNP jsou uvedeny v Tab. 11. Pro kazdyekzee pipravilo
7,5 pl reakni snesi obsahujici Type-it HRM PCR MasterMix s komporaani dileZitymi
pro reakci, mimo jiné HotStarT&dPlus DNA polymerazou a EvaGreen fluoreseehbarvou
specificky se vazici k dvouvldknové DNA. Ke & bylo gidano 2,5 plredné DNA
(2ng/ pl) v NFW. Konéné sloZzeni 10 pl re&ki snesi bylo nasledovné:

finalni koncentrace

1,9 ul NFW -
5l Type-it HRM PCR MasterMix (2x) 1x
0,3+0,3pul F+R primery (10 uM) 0,3 puM + 08I
2,5 ul DNA (20 ng/ul) 4 ng/ul
PRC1 (NM_003981.3; NP_003972.1)
Délka Alel
Cislo SNP Primery (5— 3") amplikonu Typ varianty i/ y
(bp) maj./min.
rs12910825 F: cgtetggtttgggtigetat 171 intron AIG
R: ctgaggccttgtaacctgct
rs8028856 F: tgccagggagtettagtig 152 intron AIG
R: aaaatacaaatttaactggcttctg
rs8031684 F: gaaageacgccattgeac 155 intron TIA
R: acaagagggaaaacagtcca

Tab. 11: Specifikace primeG navrzenych pro HRM analyzu vybranych polymorfizmi. Pozice
v transkriptu, zmina kodonu a z#ma aminokyseliny vzhledem Kktypu polymorfizmnejsou uvedeny.

F ozn&uje predni, R zptny primer.

Pro vSechny reakce se vytila také negativni kontrola obsahujici NFW mistoAN
Reakce probihala v 0,1 ml zkumavkéch tigstpoji RotorGene 6000 (Corbett Life Science)

S nastavenym programem:

PCR: 10 minut $ 95 °C; 40x 30 sekundip95 °C, 30 sekundip58 °C a 30 sekundip72 °C
HRM: 65-95 °C, stoupani 0,1 °C/cyklus

Analyza Kivek tani byla provedena v softwaru Rotor-Gene Q.22.(QIAGEN),
vzorky byly rozéleny dle genotyp na standardni nebo variantni homozygoty a hetgaiyy
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V piipac nejasné identifikace genotypu byla analyza provékvzorky opakovana. Poté se

spaiitala frekvence alel (viz kapitola 4.4.1 Alelickékriminace).

4.4.3 Vyhodnoceni genotypizéni studie

Statistickd analyza srovnani genatys expresnimi a klinickymi daty byla provedena
v softwaru SPSS v16.0. KlinickA data byla srovnavamezi jednotlivymi genotypy
a pitomnostmi jednotlivych alel, ftemz standardni genotyp slouZil jako reférdn
V ptipact srovnani vyskytu majoritni alely sdaiiou charakteristikou slouzil jako referar
genotyp variantni homozygot. Spojita data byla ne&jppodrobena Kolmogorov-Smirnov
testu pro ufeni charakteru rozloZeni dat a zvoleni dalSichistitkych tesi. Vztahy
polymorfizmi k faktorialnim veléinam, tedy k histologickému typu, stadiu onemidn
a gradu byly hodnoceny pomoci kontingeith tabulek a Mantel-Haenszel testu, v rdmci
kterého se poita tzv. pondr pravdpodobnosti (odds ratio, OD) vyjadgici pravdpodobnost
vyskytu jevu, tedy uité klinické charakteristiky, u testovaného genaotyp porovnani
s referefinim genotypem. Exprese markeru Ki67 byla hodnogemaoci Kruskal-Wallis
testu pro spojita data a TTP Kaplan-Meyer testegmifikance metodou Log Rank. Analyza
vztahu genotypu s hladinou exprese daného genu roanil transkriptu a proteinu
(pouze UPRC1SNP) byla provedena Kruskal-Wallis testem.

Vysledky analyz stadia, gradu a histologického tygpyly podrobeny B-H korekci
(viz kapitola 4.2.2 Statistické vyhodnoceni stugémnové exprese) a u signifikantnich vztah
sledovaného polymorfizmu s TTP byla provedena mpattimetricka analyza pomoci Cox
regrese adjustované na stadium, typ, grade a vyalddlenych metastaz. V tomtdipact
byla multiparametrickd analyza adjustovana takéistologicky typ nadoru, jelikoZ soubor
pacientek vykazoval v této charakteristic#Sv variabilitu, neZ v{ipads souboru pacientek
ve valid&ni studii genové exprese (viz kapitola 5 Vysledkyyamci Cox regrese je piano
také tzv. hazard ratio (viz kapitola 4.2.2 Statighi vyhodnoceni studie genové exprese).

Dle vysledk: korelace skterych polymorfizni s klinickymi daty byla provedena také
haplotypova analyza vybranych polymorfizna programu HaploView v4.2, pomocéhmnZz
Ize ukit silu vazby mezi polymorfizmy ze ziskanych gemitye studované populaci.

Vybrané polymorfizmy byly analyzované v softwaru glmeDB v1.1
(http://regulome.stanford.edu), kde byh silico predikovan jejich potencialni fubki
vyznam. RegulomeDB je databaze propojujici velkéoZstvi informaci o reguémich
oblastech gelh znamych i predikovanych, s informacemi o variahtékteré byly ziskané

pomoci genomoveého sekvenovani nebo celogenomovgebiagnich studii. Tento ibstup
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umo#iuje pifazeni reguléni informace k jakémukoliv polymorfizmu, a tak jeoimé
predikovat jeho vyznamiffazenim skére 1-6figemz 1 znamena nejvyssi prépddobnost,
Ze se varianta nachéazi v reguiaoblasti genu a je tedy fuéiké vyznamné (Boyleet al,
2012).
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5 Vysledky

5.1 Studie genové exprese

Prvni ¢asti gedkladané prace je valitla studie genové exprese, jejimz cilem bylo potvrdi
potenciélni prognostickou hodnotu kandidatnichugervysledk pilotni studie provedené
Mgr. Katdginou Elsnerovou v letech 2013-2014, a identifikovak nové prognosticky

a terapeuticky vyznamné geny.

5.1.1 Srovnani expresni hladiny mezi tumory a kontrolnimitkanémi

Prvni¢asti valid&ni studie bylo porovnat hladinu exprese 35 kandidatgeri mezi tumory

a kontrolni ovariélni tkani. Studie tohoto typu Wb k charakterizaci a porozémi
molekularnich mechanizina fyziologie nadoru. Do validai studie genové exprese bylo
zaazeno 57 vzork nadorové tkah pacientek s ovarialnim karcinomem, jako kontrody s
pouzily vzorky ovaridalni tk&h 14 Zen bez znamek maligniho nadorového onesmbcn
vajecniki. Spolu se studovanymi geny byly &fany také 3 refere@mi geny, které slouzily
k normalizaci ziskanych hodnot. Srovnani expreseimorech a kontrolni tkani bylo
provedeno pomoci softwaru REST 2009, vysledky jswadeny v Tab. 12 a krabicové

diagramy jsou znazoény na Obr. 24.

Uginnost  Expresni 95% NAOrOVA Vs,
Gen reakce pomér p-hodnota  konfidenéni € o4 x
(%) (r.u.) interval kontrolni tka in
Transport
ABCA2 97,4 1,16 0,424 0,57-2,37 -
ABCA3 95,0 0,99 0,950 0,48-2,20 -
ABCAS8 92,6 0,02 < 0,00% 0,00-0,19 shiZzena exprese
ABCA9 90,6 0,03 < 0,00% 0,01-0,12 shizena exprese
ABCA10 95,6 0,01 < 0,00% 0,00-0,05 sniZzena exprese
ABCA12 97,8 2,34 0,019 0,50-9,98 zvysena exprese
ABCB1 91,3 0,33 < 0,00% 0,11-1,09 shizena exprese
ABCC3 94,3 4,33 < 0,00% 1,65-13,14  zvySena exprest
ABCC6 99,3 0,72 0,289 0,18-3,15 -
ABCC9 94,2 0,16 < 0,00f 0,04-0,61 sniZzena exprese
ABCD2 90,8 1,05 0,887 0,28-3,93 -
ABCD3 92,4 0,86 0,137 0,60-1,20 -
ABCG1 96,2 1,00 0,975 0,45-2,19 -
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ABCG2 93,9 0,08 < 0,00% 0,03-0,20 shizena exprese
ATP7A 94,4 0,43 < 0,00f 0,26-0,72 snizena expres¢
ATP7B 95,4 1,06 0,760 0,54-2,11 -
SLC16A14 91,6 0,10 < 0,00% 0,05-0,25 shizena exprese
SLC22A5 95,0 0,45 < 0,00% 0,27-0,71 shiZzen& express
MMR

MLH1 92,3 0,65 0,004 0,36-1,11 shizena exprese
MLH3 92,4 0,54 < 0,00% 0,32-0,88 snizena expres¢
MSH2 93,1 1,42 0,003 0,92-2,26 zvySenda express

Bunéény cyklus

PLK1 93,7 22,19  <0,00f 8,64-57,87  zvysena exprest

PRC1 94,0 5,04 < 0,00% 2,48-10,02  zvy3ena exprest
MKI67 97,9 131,44 <0,00f 16,18-1051,81 zvySena expres

TP53 94,4 0,70 0,080 0,29-1,53 -

Metabolizmus

GLRX 99,9 1,00 0,989 0,46-2,37 -

SOD1 96,5 0,40 < 0,001 0,23-0,66 shiZzen& express
SOD2 94,4 0,95 0,791 0,40-2,08 -

SOD3 94,4 0,45 0,022 0,10-2,13 shizena expresé

Signalizace

EGFR 97,5 0,34 < 0,00% 0,14-0,69 shizena exprese
ERBB2 96,3 1,92 0,089 0,55-2,53 -

ESR2 93,8 0,04 < 0,001 0,01-0,30 sniZzena exprese
NROB2 97,3 0,34 0,03% 0,04-2,51 snizena express
NR1H4 93,9 0,001 < 0,00f 0,00-0,01 sniZzenda expres¢
NR1I2 91,8 0,88 0,709 0,24-3,34 -

Tab. 12: Srovnani genové exprese studovanych dewn nadorové a kontrolni tkani. Uginnost reakce byla

spaiitdna ze standardnfikky po gPCR reakci. Expresni pénv relativnich jednotkach vyjadje miru a srér

zmeény exprese (od hodnoty 1, cozZ je relativni hodrextprese referémich geit). Finalni vysledek (snizeng,

zvySend exprese) udnE zvyrazrénych geri se shodoval s vysledky pilotni studie (viz kapitel.2 Studie

genové exprese), W¥ipad PRC1s vysledky studie (Ehrlichovet al, 2013).2Vysledky #staly signifikantni po

provedeni B-H korekce.
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Obr. 24: Krabicovy diagram znazoniujici zménu exprese v nadorové vs. kontrolni tkaniNa ose X jsou

jednotlivé geny, na ose Y expresni pomiztazeny k refergmim gerim.
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5.1.2 Srovnani expresni hladiny v nadorové tkani s klinikymi daty

DalSi c¢asti studie genové exprese bylo porovnani hladirgrese kandidatnich gén
v tumorech s klinickymi daty pacientek. Cilem byidentifikace novych potencialnich
prognostickych geinpro dalSi studium.

Do validani studie genové exprese byldazeno 57 vzorknadorové tk&#pacientek
s ovarialnim karcinomem vesku 42-81 let. VSechny pacientky pebaly operativni zakrok,
nasledd podstoupily Iébu adjuvantni chemoterapii na bazi platinového vééui
a paklitaxelu a nadéle byly sledovany ve Fakulteimocnici Motol. Klinicka data

studovaného souboru pacientek shrnuje Tab. 13.
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Klinicka charakteristika Soubor pacientek
N %
Median véku v dobé diagnozy 57 0
(roky) ’
Stadium
I 3 (5,4)
Il 2 (3,6)
1] 47 (83,9)
IV 4 (7,1)
celkem 56 (100)
neznamo 1
Typ nadoru
HGSC 54 (94,7)
ostatni 3 (5,3)
celkem 57 (100)
neznamo 0
Grade
G1 1 (1,8)
G2 9 (15,8)
G3 47 (82,5)
celkem 57 (100)
neznamo 0
Vzdalené metastazy
ano 4 (7,1)
ne 52 (92,9)
celkem 56 (100)
neznamo 1
TTP
median (ngsice) 13,0
pocet hodnocenych pacientek| 29
Exprese Ki67
median (%) 25,0
pocet hodnocenych pacientek| 57

Tab. 13: Tabulka Kklinickych dat souboru pacientek afazenych do valid&ni studie genové exprese.

Nametené hodnoty Cqg normalizované k refemim geram byly statisticky
porovnany s klinickymi daty v softwaru SPSS vl1a\gjprve byly znéiené exprese vSech
geni podrobeny Kolmogorov-Smirnov testu, a jelikazSima hodnot nevykazovala normalni
rozloZeni, pro statistické vyhodnoceni byly pouhigparametrické testy.

Faktorialni data byla hodnocena pomoci Kruskal-Watkstu, u signifikantnich

vysledka se smir vztahu util jednofaktorovym ANOVA testem, a pro spojitd da& vyuZzil
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Spearman test. TTP byla hodnocena Kaplan-Meiegrtest signifikance metodou Log Rank.
Hodnoceni histologického typu nebylo @vddu malé rozmanitosti, kterd jetgmbena také
velikosti souboru, do vysledkzahrnuto. U 9 z celkovych 35 studovanychigégl nalezen
vztah mezi hladinou jejich exprese &kterou klinickou charakteristikou. Signifikantni
vysledky jsou uvedeny v Tab. 14 a) a b) a na Obr.\&sledky pilotni a validai studie
genové exprese tykajici se membranovych transgortddy publikovany wasopise

Oncology Reports &danek je k nahlédnuti viffoze II.

Tab. 14 a)
Grade )
Gen Exprese Ki67
1+2 3
Transport
1,27 +0,05 1,31 +0,04 r=0,319
ABCAZ p = 0,012 p =0,017
r=0,296
ABCA10 NS b = 0,025
Bunéény cyklus
r=-0,328
PLK1 NS '
p =0,013
r=-0,281
PRC1 NS '
p = 0,036
r=-0,322
NS ’
MKI67 0=0,015
Signalizace
1,35 +0,13 1,49 +0,11
ESR2 0 = 0,010 NS

Tab. 14 a): Signifikantni vysledky statistického poovnani hladiny exprese vybranych gei s klinickymi
daty pacientek. Pro analyzu byly vyuZity normalizované hodnoty KKgraméru referegnich geri, Cq/REF,
¢im menSi je tedy vypidtany pongr, tim je hladina exprese daného genu vysSi. Vitabjsou signifikantni
vysledky srovnani gradu s expresi jednotlivych igarvedeny jako @meér normalizovanych Cq hodnot
+ sm¥rodatné odchylka, spolu s danou p-hodnotou. Vysleslavnani exprese Ki67 a exprese studovanych gen
jsou uvedeny jako r, coZ je Spearmrarkorelaini koeficient (zdpornd hodnota v tomtéigact znamena
pozitivni korelaci), a fisluSna p-hodnota. En¢ zvyrazrné vysledky v tabulkach potvrzuji vztahy nalezené
v pilotni studii, v pipads PRC1ve studii Ehrlichovaet al (2013).Zadny novy signifikantni vysledek nevyvraci
vystupy pilotni  studie. Vifpa nesignifikantnich  vysledk je vtabulce uvedeno NS
(non significant).
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Tab. 14 b)

Gen Exprese TP sox rerese
0,
N Median  95% CI o R 9%CHp
Transport
T 14 17,0 7,8-26,2
ABCA9 v 15 10.0 5.0-15.1 0,035 NS
™ 15 19,0 14,0-24,1
ABCA10 ¢ 14 8.0 6.2-9.9 <0,00f 0,17 0,06-0,49 0,001
™ 15 17,0 10,7-23,3
ABCG2 0 14 9.0 5.3.12.7 0,047 0,41 0,18-0,95 0,038
™ 10 21,0 0,9-41,1 i
SLC16A14 ¢ 18 10.0 5.8-14.2 <0,00f 0,24 0,09-0,41 0,003

Tab. 14 b): Signifikantni vysledky statistického poovnani hladiny exprese vybranych gefi s TTP neboli
dobou od operace do progrese, relapsu, nebo Umrtiapientek. Pro analyzu byly vyuZzity normalizované
hodnoty Cq k piméru referegnich ger, tedy Co/REF. Red analyzou byly subjekty rogény dle medianu na
skupiny s nizSi a vySSi expresi. V tabulce jsoudewy signifikantni vysledky korelace vySSi a nig&prese
(Sipky) s TTP. Uveden je studovany épb pacientek (N) s vySSi a nizSi expresi, media WImsicich,
95% konfiderni interval (95% CI) a p-hodnat@abulka zahrnuje také vysledky Cox regrese s tazatd ratio
(HR) vyjadtujicim pravépodobnost, Ze k progresi dojde u jedné skupinyepaek dive (> 1), nebo pozg
(< 1) nez u druhé. Uveden je i 95% konfidehinterval a p-hodnota po multiparametrické analgdjustované
na stadium, grade a vyskyt vzdalenych metastazfyGradnoceni TTP jsou uvedeny v Obr. 25.¢Mu
zvyrazréné vysledky v tabulkach potvrzuji vztahy nalezengletni studii. Zadny novy signifikantni vysledek
nevyvraci vystupy pilotni studie.®Vysledek multiparametrické analyzy byl vyznamny. pipads

nesignifikantnich vysledkje v tabulce uvedeno NS (non significant).
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Obr. 25: Signifikantni korelace genové exprese s TH hodnocenou jako doba od operace do progrese,

relapsu, nebo umrti pacientek stanovend v #sicich, ufena pomoci Kaplan-Meier testu. TTP byla

doba do progrese vdsicich (TTP), na ose Y kumulativnigZivani v relativnich jednotkéach (r.u.).

Vysledky statistické analyzy srovnani gradu a es@r&i67 s klinickymi daty byly

podrobeny B-H korekci. Po provedeni fistaly vysledky signifikantni, coz je dano do velké

miry velikosti studovaného souboru pacientek. Nahaloustranu jednou z cest deni

vysledki na malé studii je validace na nezavislém soubord, jeogipad této prace.

Signifikantni vysledky srovnani hladiny exprese 3PT byly podrobeny Cox regresi

adjustované na stadium, grade a vyskyt vzdalenychastéz. Zadné neév nalezené

signifikantni vztahy nevyvraci vystupy pilotni steidjenoveé exprese.



Pro dalSi analyzy byly vybrdny 2 geny, jeden gedui@i membranovy transportér
ABCA2 a druhy regulator buného dleni PRC1. Exprese genABCA2 koreluje se
2 klinickymi charakteristikami, ifi¢emz jeden vztah byl potvrzen z pilotni studie. ®&RC1
byl vybran jako nejzajimaysi kandidat z dosavadnich studii prosdyth na Oddeni
toxikogenomiky SZU se vztahem k progn6ze pacienéd&nlych chemoterapeutiky na bazi
platinového derivatu a paklitaxelu u prsniho kawoiu (Brynychoveet al, 2016). Korelace
PRC1s markerem Ki67 byla potvrzenim studie probihajicQddleni toxikogenomiky SZU
v minulych letech (Ehrlichovat al, 2013).

5.2 Sledovani hladin proteinu v cilové tkani

Cilem studie hladiny proteinu bylo zjistit, zda éMje vztah mezi hladinou transkriptu gen
PRC1la ABCA2a mnoZstvim proteinu v nadorové a kontrolni ovaritani. DalSim cilem
bylo srovnani exprese na arovni proteinu mezi tymrkontrolami. Sotasti studie bylo

i porovnani hladiny proteinu s klinickymi daty pewtek.

5.2.1 Protein PRC1

Hladina proteinu PRC1 byla stanovena v nadorovéitkd57 pacientek (viz kapitola 5.1.2
Srovnani expresni hladiny v nadorové tkani s kkyini daty) a u 9 kontrolnich vzoik
pouzitych ve studii genové exprese. Spolu s PRGlvéwzorcich detekovan tak@aktin,
ktery slouZil ke kontrole kvality vzotka k normalizaci nagtenych denzit. Denzity byly
normalizované také ke vzorku lidské nadorovédna linie MDA-MB-231, ktery se nanésel
na kazdy gel a slouZil jako kalibrator pro srovndizi jednotlivymi membranami. Zidodu
degradace proteinu byly 2 nadorové vzorky z dal&ohlyz vyazeny. Biklad vysledku
provedeného imunoblotu a celkové vysledky zaznaméenegrafech jsou znazammy na
Obr. 26 a 27 a) a b).

PRC1

2101 G D — G T — e G wm—
p-aktin

15D D - D _— T R ey

MDA-MB-231 T T T T T T K K

Obr. 26: Imunoblot studovaného proteinu PRC1 a kontolniho pB-aktinu. Na membra#é se nachazi kontrolni
vzorek MDA-MB-231, 6 nadorovych a 2 kontrolni vzgrk
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Obr. 27 a)
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Denzita PRC1 — krabicovy diagram
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Obr. 27: Naméiena denzita PRC1 v nadorové a kontrolni ovarialnikani. Na ose X v Obr. 27 a) jsou mied
oznaené vzorky nadorové a oranZovzorky kontrolni tkds. Na ose Y jsou hodnoty denzity v relativnich
jednotkach (r.u.) normalizované na kontrolni protgiaktin a vzorek kalibratoru MDA-MB-231. Obr. 27 b)
znazotuje také namiené a normalizované hodnoty PRC1, tentokrat v kmiém diagramu rozliSeném na
kontroly a tumory. Vzorky ozrigné h¥zdickou a krouzkem se denzitou PRC1 od ostatnich vyrbin jedna
se o tzv. outlayers. Kedickou ozn&né vzorky se odchyluji vice, nez ty ozeaé krouzkem.
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5.2.1.1 Srovnani hladiny PRC1 mezi tumory a kontrolnimi tkénémi,
porovnani s hladinou transkriptu
Prvnim cilem studie hladiny proteinu bylo porovnémozZstvi proteinu PRC1 mezi tumory
a kontrolnimi tkaami. Celkem bylo statisticky porovnano 55 nadorovyet® kontrolnich
vzorka v softwaru SPSS v16.0 pomoci Kruskal-Wallis tedtuimérna hladina proteinu
v tumorech byla 1,05 a v kontrolnich vzorcich Oi@ativnich jednotek. Median u naddoy!
0,64 a u kontrol 0,31, coZ naznge trend vySSi hladiny proteinu PRC1 u tuidrozdil
hladin PRC1 mezi tumory a kontrolnimi tkéni vSak nebyl signifikantni (p = 0,220).
Celkow byl u tumofi vétSi rozptyl denzity PRC1 nezZ u kontrolni tkgmiz Obr. 27 b)).
DalSim cilem bylo porovnani hladiny PRC1 v tumoreghkontrolnich vzorcich
s hladinou transkriptu gerPRC1 Srovnéni bylo provedeno v softwaru SPSS v16.0qudm
Spearman testu. U tumiomani u kontrolnich vzork nebyla zji&na signifikantni korelace

mezi hladinou transkriptu a proteinu (p = 0,454 fpnmory; p = 0,865 pro kontroly).

5.2.1.2 Srovnani hladiny PRC1 v nadorech s klinickymi daty

Porovnani hladiny PRC1 s klinickymi daty bylo prde@o na souboru pacientek z vatioia
studie genové exprese (viz Tab. 13), ze kteréhp bylivodu degradace proteinu 2 vzorky
vytazeny. Srovnani 55 vzarks klinickymi daty bylo provedeno v softwaru SPS$6:0
pomoci Kruskal-Wallis testu pro faktorialni a Spean testu pro spojita data. TTP se
hodnotila Kaplan-Meier testem s hodnocenim sigaifite metodou Log Rank. Nebyl nalezen
Zadny signifikantni vztah mezi klinickymi daty aatlinou proteinu PRC1 v nadorové tkani

pacientek.

5.2.2 Protein ABCA2

Pocetnych experimentech z&benych na normalizaci podminek imunoblotovani sesfilod
detekovat kanonickou izoformu 1A (270 kDa) proteWBCA?2 v buré¢né linii nddoru prsu
MCF-7. V ovarialnich nadorovych vzorcich se vSaldgito detekovat pouze 1 minoritni
izoformu, pravdpodobr se jedna o formu proteinu obsahujci 989 aminokyselvelikosti
108 kDa (E9PGB2), ktera neobsahuje fémik domény klasickych ABC transponér
(ENSEMBL, URL9). Vysledek imunoblotu s maximalnimnaistvim 50 pg tk#éového
proteinu naznéuje gritomnost majoritni formy ABCA2, avSak ze ziskanyatsledii nelze
provést denzitometrii ani dalSi analyzy. V tumordayl slal& exprimovan dalSi protein

s molekulovou hmotnosti okolo 120 kDa, ktery seys&ytuje v kontrolni bu&né linii
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a jeho velikost neodpovida Zadné zndmeé izoboABCA2 (ENSEMBL, URLS). Vysledky

imunoblofti jsou uvedeny na Obr. 28.

izoforma A1l
250 kDa

150 kDa

o _ o
MCF-7 i T L MCF-7 i ¥ T T
20 pg 50 pg

Obr. 28: Imunoblotovani proteinu ABCA2. Uvedeny jsou vysledky 2 imunobiots fiznou nanaskou
tkanového proteinu. U obou byla v btimé linii MCF-7 detekovana poZzadovana kanonickaadmof 1A, spolu
s dalSimi izoformami. V tkéovych vzorcich s 50 pg proteinu je nadznakgmnosti izoformy 1A, nejedna se
vSak o piikazny vysledek, ktery by nas optaval k dalSim z&sram.

5.3 Studie genetické variability kandidatnich gen

Genotypizaéni studie vybranych vysoce frekventovanych nebonidkiy vyznamnych
polymorfizmi geni PRC1 a ABCA2 byla provedena na souboru 98 pacientek s cilem
identifikovat prognosticky a terapeuticky vyznamp@ymorfizmy pro ovarialni karcinom.

SNP byly detekovany v DNA z periferni krve, jedreéatedy o ddi¢né varianty.

5.3.1 Alelicka diskriminace

Alelickou diskriminaci bylo detekovano celkem 6 SNiPuABCA2a 3 uPRC1 Vysledky
experimentu a frekvence ziskanych genotypou uvedeny v Tab. 16 pro gekBCA2
a Tab. 17 pro gerPRC1 Fiklad vysledku genotypizace alelickou diskriminade d
fluorescence FAM™ a VIEsond je znazogm na Obr. 29.

92



ABCA2 SNP Distribuce genotypi
AD (N + %) Frekvence alel (%) 1 000 Genomes frekvence (%
rs2271862
A 4
A 9 (50,0) A (69,9) A (67,0)
AG 39 (39.,8) G (30,1) G (33,0)
G/G 10 (10,2) ' '
Celkem 98 (100)
rs7048567
47 4
G/G (48,0) G (68,9) G (68,0)
G/A 41 (41.8) A (31,1) A (32,0)
A/A 10 (10,2) ’ ’
Celkem 98 (100)
rs908832
G/G 93 949
( ) G (97,4) G (97,0)
G/A S (.1) A (2.6) A (3.0)
A/A 0 (0)) ' '
Celkem 98 (100)

Tab. 16: Vysledky alelické diskriminace (AD) genuABCA2. Uvedeny jsou distribuce genotyppoiet
nosiek i procento z celku), zji&a frekvence alel a pro srovnani i frekvence alelnopské populaci dle 1 000

Genomes Project (http://browser.1000genomes.org).

PRC1 SNP Distribuce genotypi
AD (N + %) Frekvence alel (%) 1 000 Genomes frekvence (%
rs2290203
G/G o4 (65.3) G (81,1) G (79,0)
GIA 31 (31,6) A (18,9) A (21,0)
AIA 3 (3,1) ’ ’
Celkem 98 (100)
rs8042680
C/C 44 (44,9) C (65.8) C (67,0)
C/A 41 (41,8) A (34.1) A (33.0)
AlA 13 (13,3) ’ ’
Celkem 98 (1200)
rs11852999
C/C 76 (79,2)
CIT 20 (20,8) C (89,6) C (93,0)
T/T 0 0) T (10,4) T (7,0)
Celkem 96 (100)
ND 2

Tab. 17: Vysledky alelické diskriminace (AD) genlPRC1. Uvedeny jsou distribuce genotyipoiet nostek
i procento z celku), zji8ha frekvence alel a pro srovnani i frekvence aleivnopské populaci dle 1 000
Genomes Project (http://browser.1000genomes.org).
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Frekvence minoritnich alel sledovanych gere studované populaci je srovnatelnd

s frekvenci u evropské populace sledované v ranogktu 1 000 Genomes.

rs2271862

FAM fluorescence (r.u.)

09

0.4

03 08 13 18 23 28
VIC fluorescence (r.u.)

AjA ® G/G
A/G X ND

Obr. 29: Piiklad vystupu analyzy genotym polymorfizmu rs2271862 genuABCA?2 alelickou diskriminaci
dle fluorescence FAM™ a VIC® sondy. Osa X vyjaduje miru fluorescence FAM™ (alela G) a Y miru
fluorescence VIE (alela A) sondy v relativnich jednotkach (r..Cerny étverec znazdtuje negativni kontrolu

bez DNA.

5.3.2 VysokorozliSovaci analyza Kivek tani

Pomoci HRM analyzy byly detekované 3 SNP v gdtRC1l Vysledky exprerimentu
a frekvence ziskanych genotyjsou uvedeny v Tab. 18. Pragsnou identifikaci genotyp
byly krom¢ kiivek tani zobrazeny také diferentiié grafy normalizované k jednotlivym

genotymm. Fiklad kivky tani a diferenciéniho grafu je zobrazen na Obr. 30.
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PRC1 SNP Distribuce genotypi
HRM (N + %)  Frekvence alel (%) 1 000 Genomes frekvence (%)
rs12910825
AA 38 (38,8) A (62,2) A (62,0)
AG 46 (46,9) G (37.8) G (38,0)
GIG 14 (14,3) ’ ’
Celkem 98 (100)
rs8028856
AJA 50 (52,6)
AIG 40 (42,1) A (73,7) A (74,0)
GIG 5 (5,3) G (26,3) G (26,0)
Celkem 95 (100)
ND 3
rs8031684
T/T 64 (57,1)
T/A 27 (27,6) T (81,6) T (81,0)
AJA 4 (15,3) A (18,4) A (19,0)
Celkem 95 (1200)
ND 3

Tab. 18: Vysledky HRM analyzy.Uveden je peet zjiSEnych genotyp a procento z celku, zji&ta frekvence
alel

a pro srovnani i frekvence alel vevropské utag dle
(http://browser.1000genomes.org).

1 000 Genomes Project

Frekvence minoritnich alel ve studované populaci svnatelna s frekvenci
u evropské populace sledované v ramci projektudl@®nomes.
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Obr. 30: Priklad vystupu HRM analyzy — kiivka tani a diferenciaéni graf polymorfizmu rs12910825 genu
PRCL1. Osa X vyjaduje vziistajici teplotu ve °C, osa Y normalizovanou fluoexi v relativnich jednotkach
(r.u) v prvnim grafu a normalizovanou fluorescenei heterozygoty (r.u.) ve druhém grafu. Zelen&édar

ozna&uje standardni homozygotyiaova heterozygoty a modra variantni homozygoty.

5.3.3 Srovnani genotypi vybranych polymorfizmi s klinickymi daty

Cilem genotypizéni studie bylo porovnani genotywybranych polymorfizna s klinickymi
daty pacientek a identifikace novych prognostick§tP, které by Iékdm usnadnily volbu
spravné terapie a t@ni progndzy pro dané pacientky. Bylo provedencé takovnani
genotyp s fenotypy, tzn. hladinou transkriptu a proteinu.

Do genotypizani studie bylo zgazeno 98 vzork periferni krve pacientek
s ovarialnim karcinomem ve¢ku 31-84 let. Odér krve byl proveden ifgd chirurgickym

zakrokem a l&bou. Klinick& data studovaného souboru pacientekusé Tab. 19.
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Klinicka charakteristika Soubor pacientek
N %
Median véku v dobé diagndzy 50.5
(roky) ’
Stadium
I 3 (3,3)
Il 6 (6,5)
1] 75 (81,5)
\Y] 8 (8,7)
celkem 92 (200)
neznamo 6
Typ nadoru
HGSC 81 (85,3)
ostatni 14 (24,7)
celkem 95 (100)
neznamo 3
Grade
Gl 3 (3,1)
G2 16 (16,5)
G3 78 (80,4)
celkem 97 (200)
neznamo 1
Vzdalené metastazy
ano 8 (9,0)
ne 81 (91,0)
celkem 89 (100)
neznamo 9
TTP
median (ngsice) 13,0
pocet hodnocenych pacientek| 45
Exprese Ki67
median (%) 30,0
pocet hodnocenych pacientek| 71

Tab. 19: Tabulka Kklinickych dat souboru pacientek arazenych do genotypizéni studie.

Zjistené genotypy byly statisticky porovnany s klinickyrdaty v softwaru SPSS
v16.0. Klinick& data byla srovnana mezi jednotlivygenotypy a vyskytem jednotlivych alel,
piicemZ standardni genotyp slouZil jako reférdn V pripact srovnani vyskytu majoritni
alely s utitou charakteristikou slouzil jako referari genotyp variantni homozygot.
Faktoridlni data byla s genotypy hodnocena pomoontikgegnich tabulek s OR

a Mantel-Haenszel testu. Pro spojitd data se vyméparametricky Kruskal-Wallis test

97



vzhledem k rozloZeni dat. K hodnoceni TTP se pdddplan-Meier test a signifikance byla
ur¢ena Log Rank testem. U 3 polymorfiatrgenuPRC1la u 3 polymorfiznd genuABCA2

byla nalezena korelace 8kterou klinickou charakteristikou. Signifikantni shgdky jsou
uvedeny v Tab. 20 a) a b) a Obr. 31.
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Tab. 20 a)

Stadium
PRC1 SNP "+ v I+l OR 95% ClI p
N % N %
rs2290203
G/IG 56 (67,5) 2 (22,2) refer&mi genotyp
G/A 26 (31,3) 5 (55,6) NS
AIA 1 1,2) 2 (22,2) 0,02 0-0,29 0,00%
Alela A 27 - 7 - 0,14 0,03-0,71 0,017
Alela G* 82 - 7 - 23,43 1,88-291,63 0,014
rs8028856
AIA 43 (53,8) 2 (22,2) referéni genotyp
AIG 35 (43,8) 4 (44,4) NS
GIG 2 (2,5) 3 (33,3) 0,03 0-0,3 0,003
Alela G 37 - 7 - NS
Alela A* 78 - 6 - 19,5 2,71-140,18 0,003
Typ
PRC1 SNP HGSC ostatni OR 95% ClI p
N % N %
rs8031684
TIT 51 (69,9) 14 (63,6) referéni genotyp
T/IA 21 (28,8) 5 (22,7) NS
AIA 1 1,4) 3 (13,6) 0,09 0,01-0,95 0,045
Alela A 22 - 8 - NS
Alela T* 72 - 19 - 11,37 1,12-115,56 0,039
Grade
ABCA2 SNP 3 1+2 OR 95% ClI p
N % N %
rs908832
G/IG 71 (98,6) 21 (84,0) refer&mi genotyp
G/A 1 1,4 4 (16,0) 0,07 0,01-0,69 0,023
A/A 0 0 0 0 ND
Alela A 1 - 4 - 0,07 0,01-0,69 0,023
Alela G* 72 - 25 - ND

Tab. 20 a): Signifikantni vysledky statistického poovnani vybranych polymorfizmi s klinickymi daty

pacientek. V Tab. 20 a) jsou signifikantni vysledky srovn&tédia a gradu s genotypy uvedeny jako grom

pravdspodobnosti (OR) vyjadijici miru rizika (> 1), nebo protektivity (< 1)ustovaného genotypu vzhledem

k referegnimu genotypu, spolu s 95% konfidafm intervalem (95% CI) aifsluSnou p-hodnotou. Rizikové

skupiny jsou pacientky s vySSim stadiem, grademH&SC typem ovarialniho karcinomu. Uvedeny jsolgtak

paity pacientek (N) s jednotlivymi genotypy a Kliniaky charakteristikami®vysledek #istal signifikantni po

provedeni B-H korekce. Vifpack nesignifikantnich vysledk je vtabulce uvedeno NS (non significant),

v ptipact nedeterminovanych vysle@ikND (not determined). *U oz@anych genotyp slouzil jako refereni

genotyp variantni homozygot.
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Tab. 20 b)

Cox regrese
TTP
ABCA2 SNP
N Median 95 % ClI p MR 95%CI P
rs2271862
AIA 19 11 9,59-12,41 ref. referedni genotyp
AIG 18 13 5,72-20,23 NS -
G/IG 8 23 18,84-27,16 0,021 0,29 0,1-0,89 0,029
Alela G 26 17 7,00-26,99 NS -
Alela A* 37 12 9,87-14,13 0,042 NS
rs7048567
GIG 17 11 5,62-16,38 ref. referéni genotyp
G/IA 20 12 7,62-16,38 NS -
A/A 8 23 18,84-27,16 0,032 NS
Alela A 28 15,5 9,45-21,55 NS -
Alela G* 37 12 9,87-14,13 0,042 NS

Tab. 20 b): Signifikantni vysledky statistického poovnani vybranych polymorfizmi s TTP neboli dobou

od operace do progrese, relapsu, nebo umrti paciesk. V tabulce jsou vysledky srovnani délky TTP mezi
pacientkami s jednotlivymi genotypy. Uveden je¢giostudovanych pacientek s jednotlivymi genotypy, (N
median TTP v msicich, 95% konfidemni interval (95% CI) a signifikantni p-hodnoty. Weny jsou také
vysledky Cox regrese s tzv. hazard ratio (HR) viu@dim pravédpodobnost, Ze k progresi dojde u studované
skupiny dive (> 1), nebo pozii (<1) nez u refereni skupiny. Uveden je i 95% konfidém interval

a signifikantni p-hodnoty po multiparametrické guzal adjustované na stadium, typ nadoru, grade &ywys
vzdalenych metastaz. Grafy hodnoceni TTP jsou uwedeObr. 31°Vysledek multiparametrické analyzy byl
vyznamny. V pipac nesignifikantnich vysledk je vtabulce uvedeno NS (non significant), fippd
nedeterminovanych vysletdiND (not determined). *U ozrtanych genotyf slouzil jako referetni genotyp

variantni homozygot.
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Obr. 31: Signifikantni korelace vybranych polymorfizmia s TTP neboli dobou od operace do progrese,
relapsu, nebo umrti stanovenou v @sicich, ugend pomoci Kaplan-Meier testu.Na ose X je zndzo&na

doba do progrese vdsicich, na ose Y kumulativntgzivani v relativnich jednotkach (r.u.).

Vysledky statistické analyzy srovnani stadia, higjického typu a gradu s klinickymi
daty byly podrobeny B-H korekci. Signifikantni vggky srovnani vyskytu titych alel
polymorfizmi s TTP byly podrobeny Cox regresi adjustované adisin, grade, histologicky

typ nadoru a vyskyt vzdalenych metastaz. Vysledkigré nesistaly signifikantni po
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provedeni B-H korekce a multiparametrické analyzytigba o¥fit na nezavislém souboru

pacientek.

5.3.4 Haplotypova analyza studovanychABCAZ2 polymorfizmu

Vzhledem k fetelné spojitosti mezi vysledky analyz rs2271862 sy048567 byla

u studovanych polymorfiztn genu ABCA2 provedena haplotypova analyza v programu
HaploView v4.2 (viz Obr. 32). Byla potvrzena dotnka, Ze 2 ze studovanych polymorfizm
spolu vytv&i haplotyp. Sila vazby mezi nimi dle D* skére je 97 @Z naznéuje silnou

vazbu.

N~ N

©o o o
2l o« ™
© = @
-t N~ (==}
o ~N o
N~ ~N (=2}
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- - o

Blok1 (2 kb)
1 2 3

Obr. 32: Haplotypova analyza studovanych polymorfimia genu ABCA2. Cervend barva oziaje

polymorfizmy vytvéejici haplotyp.
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5.3.51n silico predikce funkéniho vyznamu polymorfizma a srovnani
genotypi s hladinou exprese

In silico predikce funkniho vyznamu polymorfizn byla provedena v programu

RegulomeDB v1.1. Vysledky analyzy jsou uvedeny .T21.

Cislo SNP RegulomeDB skore Vyznam
PRC1
(12910825 1f Pravdpodobr ovI|v'1“1u1e Yazbu TF a souvisi $
expresi daného genu
Pravdpodobr ovliviiuje vazbu TF a souvisi $
r$8042680 1 expresi daného genu
(2990203 1f Pravdtpodobré OV|IV/IlUje Yazbu TF asouvisi $
expresi daného genu
rs8028856 5 Minimalni evidence o v&zZbF
rs11852999 5 Minimalni evidence o vazbF
rs8031684 6 Minimalni evidence o va&zbF
ABCA2
rs908832 5 Minimalni evidence o v&zbF
rs2271862 5 Minimalni evidence o v&zZbF
rs7048567 5 Minimalni evidence o v&zZbF

Tab. 21: Funkéni vyznam polymorfizmia dle RegulomeDB. Uvedené skére pohybujici se mezi 1-6
predstavuje pravipodobnost, Zze se dany polymorfizmus nach&zi vasguloblasti genu a ma funki

dusledky,¢im je skére nizsi, tim je tato prajgbdobnost $tSi. TF oznauje transkrigni faktor(y).

RegulomeDB skore 3 studovanych polymorfizgenuPRC1(rs12910825, rs8042680
a rs2290203) naztaje jejich pravdpodobny viiv na genovou expresi a vazbu transkiigh
faktoni. Zmingné varianty jsou tedin silico funkéné vyznamné. U ostatnich polymorfizm
nebyl zjis¢n funkéni vyznam.

Genotypy vybranych polymorfizén byly srovnany s hladinou expreséigiusného
genu v nadorové tkani na drovni transkriptu a pnotg(pouze SNP gen®RCJ), s cilem
identifikovat potencidlni vyznamné SNP owlijici expresi. Ke srovnani s mnoZstvim
proteinu a s hladinou transkriptu byl pouzit KrusWallis test.

Nebyla zjiS€na signifikantni korelace mezi studovanymi polynmormy a hladinou
transkriptu ABCA2 a PRC1 ani s mnozstvim proteinu PRC1. Exprerimeritdlady pro
karcinom ovaria nebyl potvrzen silico funkéni vyznam alternujici genovou expresi v ciloveé

tkani.
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6 Diskuze

Ovarialni karcinom je velmi zavazné onkologické moereni, které &koliv nepati mezi
negastji se vyskytujici gynekologické malignity, svou ntaditou je gevySuje. Se Spatnou
progndzou souvisi fakt, Ze&tina tchto nadail je diagnostikovana az v pokiitych stadiich
z divodu nespecifickych a pozé&nnastupujicich symptoin DalSim dilezitym faktorem
zvySujicim mortalitu jecasty vznik rezistence ke konugn chemoterapeutické dige
platinovymi derivaty a taxany. dthnost I€by a prognéza pacientekie byt ovliviovana
mnoha genetickymi faktory alternujicimi mnoZstvibaefunkce proteifa G¢astnicich se
transportu, metabolizmu augobeni léiv, ale také signélni transdukce nebo regulace
proliferace. Hlavnim cilem prace bylo&it hypotézu, stanovenou na zakigallotni studie,
ktera gedpoklada, Ze deregulace exprese vybranycli gerddorové tkani a vyskyt jejich
polymorfizmi maji prognostickou a prediktivni hodnotu pro ktky pribéh karcinomu
ovaria, a mohly by slouZit jako terapeutické maykeiipadré k definici novych cik pro

Vyvoj léciv.

6.1 Studie genové exprese

Pilotni studie genové exprese provedena Mgr. Etsmer spolu s navazujici valitia studi,
ktera byla pedmétem diplomové prace, jako prvni poskytuje komplegnbvnani hladin
transkripfi geni potencial® souvisejicich s prognézou &itinosti terapie mezi nadorovou
a kontrolni ovarialni tkani a také s klinickymi gapacientek s ovarialnim karcinomem.
Deregulovand exprese ue byt zmgsobena vyskytem mutaci vdaném genu a jeho
regul&nich oblastech, vlivem epigenetickych faktdimethylace regutmich oblasti nebo
exprese microRNA) nebo zmou aktivity a mnoZstvi transkipich faktofi a dalSich
transelement. Predpokladem studie je, Ze zvySena nebo sniZzen&itipees rekterych geid
bude vyznam& ovliviiovat progn6zu onemoéni a &innost I&by. Tyto geny by mohly tedy
slouZit jako prognostické nebo terapeutické markery

U 9 z celkovych 35 studovanych kandidatnichtgealidatni studie byla prokazana
korelace hladiny jejich transkriptu gkierou klinickou charakteristikou. S gradem korelgv
2 geny,ABCA2a ESR2 u obou byla zji%na negativni korelace genové exprese s hodnotou
gradu. 5 gel korelovalo s expresi prolifetaiho markeru Ki67 ABCA2 a ABCA10
negativig, PLK1, PRC1 a MKI67 pozitivre. U 4 geri, ABCA9 ABCA1Q ABCG2

a SLC16A14byla zjiStna souvislost mezi TTP po nasazen#bdéa hladinou jejich exprese,
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v8echny geny vykazovaly pozitivni korelaci mezi TaRxpresni hladinou. Exprese zadného

genu nekorelovala se stadiem onendnén

6.1.1 Geny transportnich proteini

Transportni proteiny dastnici se exportu nebo importwilé do burék nebo transportu
v rdmci burg¢nych kompartmeiit piimo ovliviiuji akumulaci léiv v buice a jejich dinnost.
Dulezité jsou i fyziologické funkce transporiépii vyZivé buiky a transportu metabaiit
které mohou ovliovat proliferaci a buftny metabolizmus.

Souwasna studie poprvé u ovaridlniho karcinomu odhalggativni korelaci mezi
expresi genuABCA2 a hodnotou gradu, déle také jeho negativni koretaexpresi
proliferatniho markeru Ki67. Korelace s gradem je v souladwstedky pilotni studie
a studie provedené na karcinomu prsu, souvislosi6d vSak byla zji&tna poprve.
U karcinomu prsu byla navic v nadoroveé tkani v paemi s kontrolni tkani odhalena vyssi
hladina transkriptu (Hlavaet al, 2013), coZ v satasné ani pilotni studii zji&o nebylo.
Tento fakt je mozné isoudit menSimu pdu kontrolnich ovaridlnich vzotkv této studii
a predevSim tomu, Ze kontrolni vzorky bez znamek naddro bujeni pochazely od jinych
pacientek nez vzorky nadorVe studii karcinomu prsu byly naopak k dispozi@Erové
vzorky. Vysok& exprese majoritni izoformy 1A bylatekovana fedevsSim v mozkové, ale
i ovarialni tkani. Protein ABCA2 se nachazi na memhch endolyzozomalniho systému
buiky (lle et al, 2004) a Gastni se transportu stetoh udrzeni homeostazy cholesterolu
v buice. SniZzena hladina cholesterolu a jeho zvySenéhmotbuikou pozitivre ovliviiuje
expresi ABCA2, ktery zabtaje nadmirnému Uniku volného cholesterolu
z endolyzozomalniho systému do jinych &nmych kompartmerit nagiklad do
endoplazmatického retikula, kde dochazi k jeho riéiigci. Endolyzozoméalni systém tak
slouzi jako zasobarna volného cholesterolu (Kaniaskl, 2001; Daviset al, 2004). Tento
jev je pravdpodobré pri¢inou rezistence k estramustinu a dalSim latkdm pelwpm od
cholesterolu, které ABCA2 nejspiSe také transpertdo endolyzozomalnich organel
a zabrauje tak jejich cytostatickému tpobeni. EFtomnost steroidnich hormantotiz
pozitivré ovliviiuje expresi ABCA2, ktera je spojena s rezistenair(g et al, 1998; Davis
et al, 2004). VysSi exprese ABCAZippotiek cholesterolu také koreluje s vySSi expresi
genu pro LDL (low density lipoprotein) receptor umojici endocytézu LDL partikuli
pienaSejicich cholesterol a také HMG CoA syntetdzyedizujici cholesterol z acetyl-CoA
(pritomnost steroidnich hormanvsak tyto 2 geny inhibuje) (Davist al, 2004). Tkag
s velkym mnoZstvim ABCA2 jsou prévy, které maji nejvyssi pitbu cholesterolu a jeho
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spravné homeostazy pro své funkce. Oligodendroeytyozku potebuji cholesterol pro
produkci myelinu (Macket al, 2007), v ovariich pak jde o syntézu steroidnicinfoni
z cholesterolového prekurzoru. Vyznam tohoto transpu v nddorové progresi sfiea ve
fyziologické regulaci mnozstvi vyuzitelného chotastu v buice, ktera je nezbytnd pro
spravny buiény metabolizmus a proliferaci. Snizena exprese AB®@Ade k vySSimu Uniku
volného cholesterolu z endolyzozomalniho systénwyS&na hladina cholesterolu stimuluje
bung¢nou proliferaci, u bugenych linii karcinomu prsu také migraci a ztratu ez (Singh
et al, 2013; Dos Santost al, 2014), coz mize vys¥tlovat vysSi hladinu prolifetamiho
markeru Ki67 a eventuain vysSi grade.

Ve validani i pilotni studii byla zji&na korelace mezi vySSi expresi gehBCA9
a delSi TTP pacientek, coz je v rozporu s vysleplidglikovanymi ve studii Hedditckt al.
(2014), kde vysSi exprestBCA9 korelovala s kratSi TTP pacientek. V &asné i pilotni
studii byla zaznamenana signifikaétsnizena expreseBCA9ve srovnani s kontrolni tkani,
stejny vysledek byl pozorovan i u jinych naflonagiklad u karcinomu kolorekta nebo prsu
(Hlavataet al, 2012; Hlavacet al, 2013). Pesna funkce proteinu ABCA9 zatim neniin
objasriéna, stejd jako jeho subcelularni lokalizace. ABCA9 hrajeirpki diferenciaci
monocyfi na makrofagy a takéfipudrZzeni homeostdzy cholesterolu a lipig buice
(Piehler et al, 2002). Doposud nebyla identifikovdna Zadn&ivee prenaSend timto
transportérem. Vysledky s&asné studie naztiaji spolénou regulaci exprese ABCA9
a ABCA2 v nadorech ovaria. Z futihiho hlediska by, podobnjako u ABCA2, sniZena
exprese ABCA9 mohla znamenat deregulaci homeostéagsterolu.

Exprese genlABCAlOnegativie korelovala s expresi prolifefiaiho markeru Ki67,
v pilotni studii byla zaznamenana negativni korelgcrozdleni exprese Ki67 podle hladiny
15 % (,cut off*) na 2 skupiny pacientek dle studiko et al. (2015). Jiné studie se korelaci
exprese Ki67 aABCA10u ovarialniho karcinomu nezabyvaly. Ve vatidastudii byl prvig
zjisSten silny vztah mezi zvySenou expreBBCAL10a delSi TTP pacientek s ovarialnim
karcinomem, podolinjako v gipad ABCA9Q kde vSak korelace nebyla tak silna. Hladina
exprese genu byla vyznamsnizena v nadorové tkani, coz je v souladu s disigilotni
studie a se studiemi zabyvajicimi se karcinomenoreéta a prsu (Hlavatat al, 2012;
Hlavacet al, 2013). Tento transportér neflanezi intenzivé studované ABC transportéry,
jeho funkce ani subcelularni lokalizace neni dodasnama, &astni se vSak, podobrako
dalSi ¢clenové rodiny ABCA, udrZovani homeostazy choledte® lipida (Wenzelet al,
2003). V sodasné dob nejsou identifikovana zZadnécéléa prenasend timto transportérem.

Jeho korelace s TTP a proliferaciize byt vys¥étlovana stejs jako v gipadt ABCA9Q
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Vysledky naznéujici vztahy mezi geny transporiélipidi a steroid a prognézou pacientek
s ovarialnim karcinomem nalezené touto studii jgditerature unikatni. Z tohoto idzodu je
nutné se dalednovat vys¥tleni vysledk z funkéniho hlediska. Je velmi praggodobné, Ze
spiSe neZ oifmou interakci s f{isobenim cytostatik, se bude jednat o interakcid&igoh
drah estrogennich recepioa syntézy cholesterolu s proliferaci. Z tohotodidka se zda
zajimaveé, Ze &které metabolity cholesterolu (oxysteroly) maji Kan jako endogenni
selektivni modulatory estrogenniho receptoru (SERM)o jejich vyuZiti se uvaZuje
u karcinomu prsu (Segadd al, 2013).

Validaéni studie prva odhalila vztah mezi zvySenou expresi ge&kBICG2 a delSi
TTP, coz je vrozporu s obecmpiijimanym faktem, ZeABCG2je gen mnohéetné lékove
rezistence, fedevSim u karcinomu prsu. Jeho zvySena expreseofann vitro a in vivo
modelech karcinomu prsu koreluje s mn&dtaou lékovou rezistenci, kratSiniepivanim,
vy§Sim stadiem onemo&mi a vyskytem metastaz (Doytt al, 1998; Robeyet al, 2001;
Xiang et al, 2011). U fiznych bug¢nych linii ovaridlniho karcinomu zvySena exprese
ABCG2 korelovala s rezistenci k mnohac¢iléim, které tento transportér exportuje ven
z buiky. SniZzeni expreseABCG2 vede ke zvySeni senzitivity kd&um zahrnujicich
i platinové derivaty (Jieet al, 2005; Chenet al, 2014b). Bylo zji&no, Ze rekurentni
ovarialni nddory maji vy3Si expresi proteinu ABC@®terapii karboplatinou a paklitaxelem,
nez ed zahajenim terapie, coZ podporuje roli ABCG2 jakemorezistentniho proteinu
ovarialni tkani Bhem valid&ni i pilotni studie, coZz bylo v souladu s vysledkjudie
zabyvajici se kolorektalnim karcinomem (Hlavataal, 2012), ale v rozporu s vysledky
studie zabyvaijici se karcinomem pankreatu (MohelakDuchonoveet al, 2013). Protein
ABCG?2 je lokalizovan v plazmatické membgafAust et al, 2004) a krom I&iv a jinych
xenobiotik se prawpodobrt Ucastni také exportu lipid a sterol, podobr jako dalSi
proteiny rodiny ABCG (Morisakiet al, 2005; Gelisseret al, 2006). Vysledek s@asné
studie by tedy mohl byt interpretovan podsbjako v gipadt predchozich transportiér
z rodiny ABCA. ExpreseABCG2 se zvySuje H zvySené hladi& estrogenu, ktery pomoci
svého receptoruifmo stimuluje expreshBCG2 Jeho mnoZstvi fize tedy byt i hormonéaén
zavislé a nize se liSit mezi pacienty s hormon&lravislymi a nezavislymi nadory (B al,
2004). ExpreséABCG2je aktivovana takéipzvySené hladi& cholesterolu v krvi, je tedy
ovliviiovdna i stravou jedince (Rodriguet al, 2009). Snizené mnoZstvi cholesterolu
v plazmatické membr&nvede ke snizeni aktivity transportéru (Stoettal, 2007). ABCG2

by na prognézu mohl mit dualni vliv vyplyvajiciehp funkce transportovatdiea i lipidy,
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zapotebi jsou ale dalSi studi€mujici se hladi# tohoto transportéru u pacientek s ovarialnim
karcinomem.

Signifikantni korelace s TTP byla prvnidentifikovdna také u transportéru
SLC16A14. Jednalo se &po pozitivhi korelaci mezi hladinou exprese ge®C16A14
a délkou doby do progrese, relapsu, nebo umrtepgadk. Tento transportér doposud nebyl ve
vztahu k nadam piilis studovan. Ve studii zabyvajici se membranov§ransportéry byla
zjiSttna vyznami sniZzena expres8&LC16Al4u buréc¢nych linii ovaridlniho karcinomu
rezistentnich kiznym I&ivaim, Wetrg platinového derivatu, oproti senzitivni linii
(Januchowskiet al, 2014). V sodasné i pilotni studii byla odhalena signifikagtenizena
hladina SLC16A14u nadorové tk&h oproti kontrolni ovarialni tkani. Pilotni studigistila
také negativni korelaci mezi exprédiC16Al14a Ki67, kterd vSak ve validai studii nebyla
potvrzena. Proteiny rodiny SLC séastni importu i exportu nejer¢jSich substrdit véetns
I&Civ (viz kapitola 2.2.1.2 SLC transportéry a chem@tnce). Transportéry SLC16
transportuji pedevsim metabolity jako pyruvat, laktat, acetatoneminokyseliny. Funkce
SLC16A14 vSak zatim nebyla prostudovana (Hales@p3). Dosavadni vysledky nazuog
mozZnou roli tohoto transportéru jako importéréivélo burek.

Role nejstudovafjSich transportér ABCB1, ABCC3 a SLC22A5 v souvislosti
s rezistenci a progn6zou nabdlarahrnutych do validmi studie nebyla v diplomové praci
potvrzena. Mimo jiZ zminé geny transportnich protéinjejichz exprese korelovala
s klinickymi charakteristikami, byla u mnoha dal§icalezena rozdilna hladina transkriptu
u nadorové a kontrolni tk&nTransportéry ABCA8, ABCB1 a ABCC9 ¢y signifikantre
sniZzenou hladinu transkriptu v nadorové tkani, smihlasi s vysledky pilotni studie a dalSimi
studiemi provedenymi na Odéni toxikogenomiky SZU u karcinomu prsu (Hlavecal,
2013), kolorekta (Hlavatat al, 2012) a ovarii viipadt ABCB1 (ostatni transportéry nebyly
v dané studii zahrnuty) (Ehrlichowet al, 2013). Transportéry ABCA12 a ABCC3¢in
vyznammié zvySenou genovou expresi v nddorové tkani, co¢ geuladu s vysledky pilotni
studie a studie zabyvajici se karcinomem prsu @t&t al, 2013), v pipact ABCC3 také
jiné prace zabyvajici se ovarialnim karcinomem (&uat al, 2010). OdliSné exprese
transporték paticich do stejnych rodin naztgi jejich rozdilny vyznam pro nadorové
buiky. Dale byla zaznamenana sniZzena expresé §e€22A5a ATP7Av nadorech. NizSi
hladinaSLC22A5bhyla zjiS€na u Gznych nadorovych buinych linii (Scaliseet al, 2012),
rozdily mezi tumory a kontrolni tkani v exprésiP7Adoposud v jinych studiich porovnany
nebyly.
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6.1.2 Geny regulanich proteini bunééného cyklu

Deregulace protein(c¢astnicich se regulace kigného cyklu vede k jeho naruSeni @za
ovlivnit proliferatni aktivitu buiky. Tyto proteiny hraji @lleZitou roli @i vzniku tumoru, ale
jsou také moznym terapeutickym ciletih padorove lébé.

Beéhem valid&ni i pilotni studie byla zjigha pozitivni korelace mezi expresi gen
PRC1 PLK1 aMKI67 a expresi prolifekmiho markeru Ki67. Hladina jejich transkiripbyla
v hadoroveé oproti kontrolni tkani vyrazavysend. VSechny 3 produkty zrsfitych geri hraji
roli v proliferaci. Vysledek satasné prace souhlasi s vysledkgdrhozi studie na Odieni
toxikogenomiky SZU, kterd sledovala expre®®RC1 u ovarialniho karcinomu
(Ehrlichova et al, 2013). Protein PRC1 secastni vytvdeni stedové oblasti diciho
vieténka a je nezbytny pro cytokinezi, coZ \itkye korelaci s Ki67 a také zvySenou expresi
v tumorech (Jianget al, 1998). Srovnatelny vysledek tykajici B&K1 byl ziskan i v jiné
studii ovarialniho karcinomu, v tomtaiipad na arovni proteinu (Weichegt al, 2004).
PLK1 je protoonkogenni protein stimulujici vstupiky do mitézy a cytokinezi, coz
objasiuje vysledky diplomové prace (Burkaed al, 2007). Exprese genMKI67 koreluje
s expresi svého produktu, proteinu Ki67, kterowdiglie patologové u ¢&kterych nadat,
piedevsim naddr prsu (Bustrecet al, 2016). Jiné studie odhalily pozitivni korelaci zne
expresi proteinu Ki67 a hodnotou gradu, stadia,v@#@odobnosti relapsu a progrese
a negativni korelaci s délkougzivani, coZ na drovni transkriptu v diplomové pndebylo
potvrzeno (Garzettt al, 1995; Liuet al, 2012).

Diplomova préace nezjistila korelaci mezi expréBb3a klinickymi charakteristikami
pacientek ani rozdilnou hladinu mezi tumory a koiniimi tkarémi. Studie tohoto
vyznamného reguéaiho proteinu se spiSe zabyvaji jeho mntaanalyzou, jelikoZ bodové
mutace TP53 vedou k jeho defektu a vyerd nefunknich tetramer. Predchozi studie
zabyvajici se ovarialnim karcinomem vSak odhalidgakr mezi vySSi expresi proteinu p53
a kratSim peZivanim, vySSim gradem a rezistenci k platinovgmvdtim (Vanderzeest al,
1995; Nakayamat al, 2003). Z tohoto @vodu se hladinou transkriptu TP53 zabyvala i tato
studie. Mutace TP5&asto vedou pravke zvySené expresi (Havrilesky al, 2003), pro lepSi
porozungni vysledki je v budoucnu zapi#bi provést mutami analyzu na souboru

studovanych pacientek.
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6.1.3 Geny proteini signalnich drah

Mnoho geri kodujicich proteiny signalni transdukce isali mezi protoonkogeny. Pokud
dojde k jejich naruSeni nebo deregulaciize dojit k nekontrolované prolifefai aktivité
buiky a vzniku nadoru. Tyto proteiny mohou slouzik cil nAdorové terapie.

B¢hem validéni studie byla odhalena negativni korelace mezihtau expres&SR2
a hodnotou gradu nadorV pilotnim i valida&nim souboru pacientek byla detekovana snizena
exprese v nadorech oproti kontrolni tk&ni. Tytolegky jsou v souladu s dalSimi studiemi na
raznych bug¢nych liniich ovarialniho karcinomu, které zjistifyom&rné vysokou expresi
ESR2v kontrolni tkani, kterd je vSak v nadorech sn&enklesa postugnbéhem jeho
progrese. Bylo dokazano, Ze ER6dovany timto genem sniZuje expresi cyklinu ritje
nezbytny pro vstup hbiky do procesu jejihodeni. ER3 ma protektivni charakter a jeho
snizena hladina je pragpodobré dalezitym faktorem B vzniku a progresi nadoru, coz by
vyswtlovalo negativni korelaci s hodnotou gradu (Bamtiml, 2004; O'Donnelét al, 2005).

V diplomové praci byla v nadorové tkani zfisa snizend exprese dalSich @en
kddujicich proteiny signélnich draBGFR NROB2aNR1H4 Je zndmo, Ze exprese receptoru
EGFR pozitivig koreluje s hodnotou gradu a expresi Ki67, negatpak s délkou fgzivani.
ZvysSena hladina vSak byla detekovana pouze u 17aéteptek s ovaridlnim karcinomem
(Lassuset al, 2006). NizSi expres&GFR v tumorech byla ve validai a pilotni studii
zjiSttna prvré. Nizka hladinaNROB2v tumorech byla zjigha i u jinych nadar, nagiklad
u karcinomu jater, kde sniZzena exprese souvisetg8E prolifergni aktivitou a horsi
progndzou (Parlet al., 2010). NROB2vyvazuje a inhibuje jaderné transknip aktivatory
spoustjici proliferaci, jeho snizend exprese je tak péaaory vyhodna (Seadt al, 1996).
NiZsi hladinaNR1H4u né&dod oproti kontrolnim tkdnim byla zji&ba ve validani i pilotni
studii. Tento vysledek koreluje se zfiSobu nizSi hladinouABCG2 v tumorech obou
studovanych soubdrpacientek, jelikoz FXR je transktipim faktorem tohoto i jinych ABC
transportéi (Zollneret al, 2003; Herraeet al, 2012).

6.1.4 Geny proteini bunééného metabolizmu a repard&nich proteina

Geny detoxikanich proteii mohou pimo modulovat miru reakce tky na pouZzita l&va,
jelikoZ se @astni jejich detoxikace. Geny prot&éiMMR systému jsou krognopravy dileZité
pro signalizaci vedouci k apoptdze #igad: neopravitelného poskozeni DNA (viz kapitola
2.2.2.1 MMR systém).
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V piedkladané praci nebyl nalezen vyznamny vztah meziesi studovanych gén
burg¢ného metabolizmu a MMR systému a Kklinickymi chagaktikami pacientek.
U nekterych ged vSak byl zaznamenan signifikantni rozdil v expresézi nadorovou
a kontrolni tkani. V nadorové tkani byla detekovaiisi exprese gégnMMR sytémuMLH1
a MLH3 a vy3ssi expresdISH2 V pripadt MLH1 a MLH3 se jednalo o vysledek, ktery
potvrdil pilotni studii. Exprese MSH2 se vSak wvopili studii mezi naddory a kontrolami
neliSila. Proteiny MMR systému seastni signalizace vedouci k apoptéze a v jinycHigth
byl zjisttn vztah mezi nizkou expresi nebo defektem MLEILMSH2 a rezistenci
k platinovym derivAim (Fink et al, 1996; Dinget al, 2009). Nizk&4 exprese geMMR
systému je tak pro nadorovouitiw vyhodna. Tato prace nazige, Ze jsou zapiebi dalSi
studie zabyvajici se exprédiSH2a dalSich MMR geinu ovarialniho karcinomu.

Vyznamre snizena byla v tumorech hladiB®D1a SOD3 v pripad SOD1se jedna
o stejny vysledek jako v pilotni studii. U kolorékiiho karcinomu byla také zj&ta snizena
hladina SOD gemi vtumorech, ktera se vSak zvySovala se stadiemmoaoeni
(Skrzycki et al, 2010). Aktivita &chto ger koreluje s horSi progndézou nadorovych
onemocgni (Wanget al., 2014; Linet al., 2015) a v pilotni studii mira exprese korelovala
s agresivijSim HGSC typem nadoru. V kontrolni tkani SODhku chrani a zabiauji jejimu
poSkozeni a vzniku naddoru¢hem karcinogeneze prasgbdobré dochazi ke snizeni exprese
proteim detoxik&niho systému. i progresi a |8b¢ tumoru jsou bilkky vystavené vysSimu
oxidatnimu stresu, coZip zvySené expresi SOD naslédavysuje odolnost nadorovych
burgk (shrnuto v Hwet al, 2005).

U nekterych studovanych gén ABCA3 ABCCG ABCD3 ABCG1 ATP7B GLRX
SOD2 a ERBB2 nebyla zji&na Zadna korelace s klinickymi daty neboémam exprese
v hadoroveé tkéni. To vS8ak neznamena, Ze pro vZnirogresi onemocimi a pro dinnost
terapie nejsou weZité. Roli mohou hrat mutace alternujici aktiyitkonformaci nebo
lokalizaci proteinu, které nemaji vliv na miru tsétnipce a pesto také mohou nadorovyst
ovliviiovat. Genetické analyzy jsou proto nedilnoucéssti studii nddorovych genetickych
faktora a rekolik jich na Oddéleni toxikogenomiky SZU probiha.

Validacni studie slouzi prévpro potvrzeni nebo vyvraceni vyslédkilotni studie
a k zacileni dalSich studii. N&jgi validitu maji tedy vysledky potvrzené #edchozi studie
na nezavislém souboru pacientek. Nové vyznamnédkglby ngly byt dale validovany, aby
bylo mozZné je vyuZit jako prognostické a terapdadtimarkery. Bhem studie genové exprese
na uarovni transkriptu bylo identifikovanoékolik potencialnich biomarkér ovarialniho

karcinomu, které je zap@bi detekovat v nadorové tkani i na hladimoteinu.
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6.2 Sledovani hladin proteinu v cilové tkani

Po studii genové exprese nasledovalo stanoveniinhlagtbranych proteih pomoci
imunoblotovani v nadorové a kontrolni tkani, jelikgpra¥ proteiny jsou fun&nimi
jednotkami gefi. Cilem bylo porovnani zétienych hladin mezi tumory a kontrolamigani
korelace mezi mnoZstvim transkriptu a proteinu fgpguiné korelace s klinickymi daty
pacientek. Dle vysledk studie genové exprese a dalSich studii probibhjina Oddleni
toxikogenomiky SZU byly pro navazujici studii vybséproteiny PRC1 a ABCA2.

Predkladana prace se poprvé zabyva analyzou hladistgipu PRC1 u ovarialniho
karcinomu pomoci imunoblotovani, jejim srovnanikosatrolnimi vzorky a klinickymi daty
pacientek. Bhem studie bylo zjigho, Ze hladina proteinu PRC1 v nadorové ani konirol
tkani nekoreluje s hladinou transkriptu jeho geRegulace exprese je velmi komplexj d
probihajici na mnoha drovnich, post-transkmipregulace tak G¥e zmisobit stav, kdy
hladina transkriptu nekoreluje s mnoZstvim proteiRoli miZze hréat stabilita transkriptu,
pritomnost mutace Zgobujici gedtasny stop-koddén, mira translace mRNA, stabilita
proteinu a mnoho dalSich faktofshrnuto v Vogel a Marcotte, 2012)ii Brovnani hladiny
proteinu mezi nadorovou a kontrolni tkani byl pam@n trend vyS$Siho mnoZstvi PRC1
v hadoroveé tkéni, stefnjako v gipad transkriptu, vysledek korelace vSak v tomtgppd
nebyl signifikantni. Nebyl zji&nh Zadny vyznamny vztah mezi hladinou PRC1 proteinu
a klinickymi daty. Tento vysledek iie znamenat, Ze nalezeny vztah mezi genovou expresi
PRC1a klinickym charakterem ovarialniho karcinomu nemkeni, tedy hladina transkriptu
PRCl1je jen jakymsi markerem, ktery je spojeny s jipmiencial@ funkéni slozkou (expresi
nebo epigenetickym faktorem). V tomiipac by byl PRC1 pouZitelny pouze jako
prognosticky marker, nikoliv jako cil pro novou pr@dorovou terapii.

Souwasné prace se také poprvé zabyvala detekci prodB@A2 v nddorové ovarialni
tkani pomoci imunoblotovani. Pdda se detekovat majoritni izoformu 1A v kontrolnim
vzorku bur¢né linie prsniho karcinomu MCF-7. V ovariélnich twmech byla tato izoforma
detekovdna pouze sporadicky, ze ziskanych vysldddy nebylo moZzné provéd dalSi
statistické analyzy. Krotnformy 1A byla v tumorech sithexprimovana minoritni izoforma
ABCA2, kterd neobsahuje futiki domény ABC transportéra ma pedtasny stop-kodon,
diky rtmuz? je degradovana (ENSEMBL, URL9). Imunoblotovaeni nejvhod&si formou
uréeni hladiny proteinu ABCA2 v nadorové ovarialni ikaavsak je porrné jednoduchou
metodou prokazujici vyskyt konkrétnich izoforem dtwh transportéru. ABCA2 mé vice

variant, ne vSechny jsou futiki, ale rkteré jsou detekovany stejnou protilatkou cilenontip
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C konci proteinu. Imunohistochemické barveni nelkdSBE v tomto gipad neposkytnou

validni vysledek, jelikoZz budou detekovat i neftnkizoformy. Je proto zap@bi dale

zdokonalovat postup detekce ABCA2 v ovarialni néaértkadni pomoci imunoblotovani
¢i jinych metod, nebo vyvinout protilatky specifické konkrétnim variantdm ABCAZ2.

Béhem stanoveni hladiny proteinu imunoblotovanimeéehytné brat v potaz fakt, Ze
se jednd o semikvantitativni a spiSe kvalitativnalgzu. Vysledky mohou byt zatizené
chybami v pesnosti, coZ iive zn&né ovlivnit vysledky nasledné statistické analyzy,
nap. korelace s transkriptem. V s@asnosti se vSak jedna o nejrychlejSi a nejjednodusi

vz

metodu sledovaniifiomnosti poZzadovaného proteinu ve studovaném raater

6.3 Studie genetické variability kandidatnich gen

Po ziskani vysledkstudie genové exprese kandidatnichigbyla provedena genotypiaa
studie. Je zndmo, Zze SNP mohou aidivat expresi genu nebo funkci jeho produktu,
a mohou tak souviset se vznikem nebabphem nejiiznéjSich onemoctni. Fredpokladem
studie je, Ze vyskyt dité didi¢cné alely vybranych géinsouvisi s progn6zou pacientek nebo
s &innosti terapie ovaridlniho karcinomu a jeji deteekcDNA z periferni krve tak fize
pomoci predikovat postup onemeai bez nutnosti molekularni analyzy nadoru. &dbve

a nakladani s materidlem je podstgednodussi, neZ prace s odebranynidkgm vzorkem.
Diplomova prace poprvé poskytuje genotypidiaanalyzu vybranych polymorfizingeni
PRC1aABCA2ve vztahu k ovarialnimu karcinomu.

Pacientky byly testovany na 6 intronovych SNP wug@RC1 z nichz rs2290203,
rs8028856 a rs8031684 souviselyéktarou klinickou charakteristikou. V séasné studii
byla majoritni alela G polymorfizmu rs2290203 nalea vyznamé castji u pacientek
s pokr@&ilym onemocgnim stadia Ill nebo IV ve srovnani s pacientkamlokalné
pokratilém stadiu | nebo Il. Podobny vztah byl zaznamemnan noséek alely A SNP
rs8028856. Tyto vysledky jsou vSak zatizeny velralymi paity pacientek ve srovnavanych
skupinach, zejména neésk referetinich genotyf), a opatrnd interpretace je tedy na tist
Podobny vysledek byl zji& také u jiné studie zabyvajici se mimo jiné vyzeamSNP
rs2290203u karcinomu prsu (Caét al, 2014). Dlein silico predikce funkniho vyznamu
v programu RegulomeDB rs2290203 otiliye vazbu transkrimich faktofi a expresi genu,
€0Z na drovni transkriptu ani proteinu PRC1 v diptwvé praci nebylo potvrzeno, stéjjako
ve studii na karcinomu prsu (Caii al, 2014). V rdmci této studie byl vSak z§iStvztah mezi

pritomnosti rizikove alely G a niZsi expresi gi®dCD1(RCC1 domain containing 1), ktery
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lezi 5 712 bp proti sému transkripce od rs2290203. NizSi exprese bylanaaznana
u nadorové i zdravé prsni tkar{Cai et al, 2014). Studovany polymorfizmus se tedy
pravatpodobré skute&né nachézi v oblasti vazby transkfipch faktoti, kterou ovliviuje,
nejedna se vSak o faktory geRCJ1 ale RCCD1 Funkce genlRCCD1 neni doposud
znama, uvedené vysledky vSak naanfjeho protinadoroveé gsobeni.In silico predikce
potencidlniho vyznamu rs8028856 nend&#aafunkéni vyznam a vztah ke genové ani
proteinové expresi PRC1 rasnh nebyl nalezen. Z tohotoidodu nelze zatim dalSi studium
tohoto SNP dopoxiit.

Pritomnost majoritni alely T polymorfizmu rs8031684r&lovala s HGSC typem
nadoru, ktery se vyziaje nizkou diferenciaci, vysokou nukleérni atyyoisti, zvySenou
frekvenci mit6z a horsi prognézou (Malpietal, 2004). Polymorfizmus rs8031684 je tedy
vhodnym kandidatem pro prognosticky marker. Dlesilico predikce funkniho vyznamu
pravdpodobré nedochazi k vazbtranskrignich faktoti do oblasti rs8031684, tento SNP by
tak nengl ovlivnit expresi genu, coz bylo v diplomové prgmitvrzeno na urovni transkriptu
i proteinu PRC1. VySe uvedené polymorfizmy rs80288& rs8031684 maji vztah
ke karcinomu prsu (Brynychowt al, 2016).

Uloha vy3e uvedenych intronovych polymorfizrmize sp@ivat v regulaci okolnich
geni, nebo jejich vyskyt riize ovliviovat sesih transkriptu. Je znamo, Ze intronové varianty
mohou ovlivnit proces seagitu a vznik pozminéného proteinu, ktery fite mit alternativni
funkci a miZze pispivat ke vzniku patologickych stayshrnuto v Ward a Cooper, 2010).
DalSi moZnosti je vazba na jinou (dosud nezndmblasbna chromozomu, kterd mé fank
vztah k expresi jiného onkogegitumor supresoru.

U dalSich 3 testovanych SNP geRIRC1 rs12910825, rs8042680 a rs11852999,
nebyla zjistna Za4dna korelace s klinickymi daty. Dtesilico predikce funkce rs12910825
a rs8042680 pravgodobrt lezi v oblasti vazby transkipich faktofi, hladinu transkriptu
a proteinu PRC1 v3ak dle vyslédkéto prace neovliwiji. Je mozné, Ze oviwiji expresi
jinych geni, avSak v progresi acinnosti terapie ovarialniho karcinomu préapddobré
nehraji roli.

V rdmci genuABCAZ2 byly pacientky testovany na 3 exonové synonymniPSN
rs908832, rs2271862 a rs7048567, z nichz vSechmelda@ly s kkterou Kklinickou
charakteristikou. VyznanméwvysSi procento no&tk majoritni alely G polymorfizmu rs908832
bylo nalezeno mezi pacientkami s vy$Sim gradem miadiento SNP byl dosud studovan
piredevsim ve spojitosti s Alzheimerovou chorobou, kgskyt minoritni alely A sila

koreluje svysSi prawgpodobnosti vzniku tohoto neurodegenerativniho oroem.
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U pacient s ranym propuknutim Alzheimerovy nemaoci je freksemlely A az 3x vySsi, nez
je frekvence v populaci (Macet al, 2005). Ve vztahu k ovarialnimu karcinomu ma vSak
narozdil od Alzheimerovy choroby alela A protekfivcharakter. Jak jiz bylo zmino,
protein ABCA2 se &astni transportu lipifla steral, ovliviiuje tedy produkci myelinu a také
B-amyloidovych plak, které poSkozuji nervové tky a jsou picinou vzniku Alzheimerovy
choroby. ZvySend exprese ABCAZitpm souvisi s vySSi produkcédhto plaki a vySSim
rizikem vzniku nemoci (Maclet al, 2007; Michakiet al, 2012). Bhem diplomové prace
vSak nebyl nalezen vztah mezi rs908832 a expresi SBCA2ve studovanych tkanich, ani
dlein silico funkéni analyzy oblast s timto SNP pr&pddobré nema funkni vyznam. Tento
synonymni polymorfizmus tedy némi expresi na arovni transkripcep#e ji vSak regulovat
na dalSich darovnich, n#&glad translace pomoci tzv. kodon bias (Ikemur&5)9a ovliviovat
hladinu proteinu. U Alzheimerovy choroby vy3Si hfed ABCA2 koreluje s vySSim rizikem,
u ovarialniho karcinomu bylo v diplomové praci &jito, Ze jeho zvySena hladina (na urovni
transkriptu) koreluje s niz§im gradem a tedy lgwdn6zou. Je mozné, Ze majoritni alela G
rizikova ve vztahu ke gradu u ovaridlniho karcinonede ke sniZeni hladiny proteinu,
minoritni alela A ke zvySeni. To by vy&lovalo odliSny vliv alel u Alzheimerovy choroby
a ovarialniho karcinomu. Pro dalSi porozuninvztali mezi genetickou variabilitou a funkci
ABCAZ2 u obou studovanych onemeon je zapatebi zdokonalit detekci proteinu ABCA2
a zjistit tak, zda alely skute¢ ovliviuji jeho hladinu.

Majoritni alely polymorfizni rs2271862 a rs7048567, A a G, které spolu \ytva
haplotyp, byly ve zvySené frekvenci detekovany meatientkami s kratSi TTP. Doposud
nebyl identifikovan zadny vztatédhto SNP k dalSim onemoamim. Dlein silico funkeni
analyzy se tyto SNP pragpodobré nenachazi v oblasti vazby transknjch faktofi a ani
diplomové& prace nepotvrdila vztah k expresi g&xBCA2 Vzhledem k vysledkm studie
genové exprese, kde mnoZzstvi transkriptu negatemeluje s proliferanim markerem Ki67
a s hodnotou gradu, by majoritni alely teoretickyhty hladinu ABCA2 sniZzovat, zapebi
jsou vSak dalSi analyzy zabyvajici se expresi AB@AZirovni proteinu.

Identifikace &chto vyznamnych polymorfizin v genech PRC1 a ABCA2
detekovatelnych v DNA periferni krve ve vztahu lagalnimu karcinomu je velkym
posunem Kk jesrgjSimu ugeni prognézy pro jednotlivé pacientky, kterdazm vést
k efektivrejSi l&cbé tohoto zavazného onemagen. Genotypizéni studie potvrdila
vyznamnost gahPRCla ABCA2ve vztahu k ovaridlnimu karcinomuiedpokladdana uloha
vybranych polymorfizni u tohoto onemocmi byla tak potvrzena a jéeba ji dale studovat

na rozsahlejSich nezavislych souborech pacientek.
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7 Souhrn

Napini diplomové prace byla studie genetickych daktve vztahu k prognéze &ianosti
terapie ovarialniho karcinomu, zavazného oner#iwicrs komplikovanou diagnostikou
a doposud neidentifikovanymi vhodnymi prognostickyanterapeutickymi markery. Prace
poskytuje také srovnani vysledk dalSimi studiemi.

V ramci pedkladané prace byla provedena studie genové expeewdidatnich gen
na urovni transkripce, kterd byla srovnana s kkfoi daty pacientek s ovarialnim
karcinomem a také byly prostudovany rozdily mezlaravou a kontrolni ovarialni tkani.
Poddilo se identifikovat gkolik potenciali prognosticky a terapeuticky vyznamnych gen
Velmi dulezité pro @innost terapie a prognézu pacientek se zdaji by deansportnich
protein, které reguluji akumulaci ¢& a steroidnich molekul v ige. Jako vyznamné byly
identifikovany geny transportnich protéiABCA2 ABCA9 ABCA1Q ABCG2a SLC16A14
ZvySend hladina transkriptwadhto ger negativé korelovala s hodnotou gradu, expresi
proliferatniho markeru Ki67 a s délkou doby od operace dagmnes®, relapsu, nebo umrti
pacientek. Jejich sniZzend exprese tedy obermmend horsi prognézu. Predikovana role
uvedenych ABC protein v progresi ovaridlniho karcinomu sgfiea prav@épodobri
v deregulaci homeostazy cholesterolu,fipadt SLC16A14 by se mohlo jednat o snizeny
import |&iv do burgk.

Roli v progresi naddoru hraji také geny regulatpribéhu burg¢ného cyklu a signalni
transdukce, jejichz deregulacetbe vést k nad#né proliferaci. Bhem studie byly
identifikovany 3 geny regulace b&imého cyklu,PRC]1 PLK1 a MKI67, jejichZz hladina
transkriptu pozitive korelovala s expresi prolifefiaiho markeru Ki67 a tedy s horsi
progndzou. Produktyéthto geri se @astni regulace a spravnéhaipthu burgéného cyklu
a mohou byt povaZzovany za proliférd markery. Hladina transkriptESR2 kédujiciho
estrogenni receptd¥ negativié korelovala s hodnotou gradu, coZ je dano antif@@inim
pasobenim tohoto proteinu.

Diplomova préce jako prvnitedstavuje vysledky stanoveni hladiny proiePRC1
a ABCA2 pomoci imunoblotovani v nadorové ovaridkéni a studie genetické variability
jejich geni, které byly vybrany dle vysledkanalyz genové exprese. Hladina praielyla
srovndna s mnozstvim transkriptu, déle byl hodnowedil mezi nadorovou a kontrolni
ovariélni tkani a vztahy s klinickymi daty pacidntgelikoZ praw proteiny jsou fun&nimi
produkty gefi. Poddilo se detekovat a analyzovat hladinu PRC1, ktee&orelovala

s mnozstvim transkriptu ani s klinickymi daty. Bybzorovan trend vysSi hladiny PRC1
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v nadorech, stefnjako v gipad transkriptu, tento vysledek vSak nebyl signifikéntRoli

v regulaci expresPRC1v tomto gipad pravdpodobr hraji post-transkrigni mechanizmy.
V ptipact proteinu ABCA2 byla kanonicka izoforma proteinunadorové tkani detekovana
pouze sporadicky, a vysledky imunodetekce nebyldamégouzit pro dalsi analyzy. Metodika
imunoblotovani ABCA2 podleipdkladané prace vyZzaduje dalSi zdokonaleni.

Béhem studie genetické variability byly v DNA z perifii krve pacientek detekovany
vybrané ddi¢né jednonukleotidové polymorfizmy gerPRC1 a ABCA2 u kterych byla
zjiStovana korelace s klinickymi daty pacientek, s hiadi transkriptu a v ipacd PRC1
i proteinu. Odbr krve a manipulace s timto biologickym materialenpodstats jednodussi,
nez prace s tkdvymi vzorky, proto je dlezZité nachazet biomarkery detekovatelné z krve.
Vyznamré vySSi procento nostk majoritni alely G polymorfizmu rs2290203 a major
alely A polymorfizmu rs8028856 gerRRC1bylo nalezeno mezi pacientkami s pakigm
stadiem onemodami. Byla nalezena prevalence majoritni alely T padyfizmu rs8031684
téhoZz genu u pacientek s ngjh¢jSim a agresivnim ,high-grade“ seréznim karcinomem
oproti pacientkdm s ostatnimi typy ovarialnich kaomi. Byl nalezen vztah majoritni alely
G polymorfizmu rs908832 gendBCA2 k vySSimu gradu nadoru. Signifikadtrvyssi
procento nogek majoritnich alel A a G polymorfizinrs2271862 a rs7048567 téhoZz genu
bylo nalezeno u pacientek s kratSi dobou od opeatageogrese, relapsu, nebo umrti.

Predkladana prace splnila vy¢gné cile a potvrdila hlavni hypotézu studie. Zigkan
poznatky mohou vést k praktickému vyuZiti novycbrbarkefi progn6zy a &nnosti terapie
ovariélniho karcinomu, kfina arovni ngteni hladiny transkriptu génv nadorové tkani, nebo
detekce ddicnych polymorfiznic v DNA z periferni krve. JelikoZz doposud nebyly
identifikovany vhodné biomarkery predikujici vyvighoto onemoaini, jsou vystupy studie
velkym pinosem. Vysledky diplomové prace mohou posunout iciesky gistup
k ovarialnimu karcinomu o dalSi krok 8ram k personalizovanédgg, ktera je do budoucna
vzhledem I¢astému vzniku rezistence ke kon¥ehlécbé nutnosti. Bedkladana prace mimo
jiné prispéla k rozsteni charakteristiky ovarialniho karcinomu na molékoi UGrovni.
Uvedené poznatky mohou slouzit k lepSimu poroztmhrvzniku a vyvoje onemoeéni,

pripadré k definici novych cii pro vyvoj |&iv.
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