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Maligni epitelialni ovarialni nadory (EOC) jsou nejcastéjsi pficinou umrti na gyne-
kologické malignity. Onemocnéni je kvili absenci efektivniho screeningu prediktivnich
markerti u obecné populace diagnostikovano u vice nez 70 % Zen az v pokrocilém stadiu
(FIGO III a 1V). Pravdépodobnost pétiletého pieziti se pak pohybuje pouze 20—40 %
(1, 2), protoze nador byva jiz diseminovany a 1écba je komplikovana Castym vyskytem
recidiv spojenych s rezistenci vic¢i pouzité chemoterapii (3). Diagnostika ovaridlnich kar-
cinnomu zahrnuje urceni subjektivnich potizi pacientek a gynekologické vysetieni, nejvét-
§i vyznam vSak ma stanoveni nadorovych markerti (CA125 a HE4) a expertni ultrazvukové
vySetfeni (4).

Geneticka povaha EOC neni dosud diikladné prostudovana a stanoveni genetickych
markeri se v bézné klinické praxi nevyuziva. Se vznikem ovarialnich karcinomt je here-
ditarné spojovana mutace geni BRCA1/2 (5). Pomoci sekvenovani nové generace (Next
Generation Sequencing, NGS; 6) byly odhaleny kombinace mutaci BRCA1/2 u 11 %
pacientek s high-grade serosnim ovarialnim karcinomem (HGSC). Pro prognézu ova-
ridlnich nadord pfitom hraji mutace BRCA1/2 pozitivni roli, jak bylo pomérné nedavno
zjisténo (7, 8, 9), a rovnéZ v retrospektivnich studiich australské populace (n = 1001; 10)
¢i etnicky heterogenni skupiny (n = 190; 11) korelovaly mutace BRCA1/2 s del$im pte-
zivanim pacientek s EOC. V 1é¢bé 1ze mutace genti BRCA vyuzit pfi podavani inhibitorti
PARP (12). Nedavna studie vSak naznacila, ze rozsifeni spektra sledovanych gen (napf.
CHEK2, ATM, PALB2) u pacientek s nemutovanymi BRCA1/2 geny (13) nebo sledovani
mutaci geni RAD51C/D (14) by spole¢né s detailni rodinnou anamnézou vzhledem k rizi-
ku vzniku EOC mohlo pfinést klinicky dopad. V rutinni diagnostice ovarialnich nadort se
zatim mutace BRCA1/2 ¢i dalSich genti nesleduyji.

Na zakladé molekularnich genetickych studii, klinického obrazu, morfologie a histopa-
tologie se ale podafilo rozdélit ovarialni karcinomy na 5 histologickych typi [high-grade
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serosni (70 %), endometroidni (10 %), svétlobunééné (10 %), mucinosni (3 %), a low-grade
serosni karcinomy (< 5 %)], které v celku zastupuji 95 % piipadt (15). Mohou byt navic
klasifikovany do dvou skupin oznacovanych jako typ I a typ II. Typ I tvofi low-grade
serosni karcinomy (grade 1), low grade endometroidni (grade 1 a 2), mucinosni a svétlo-
bunééné karcinomy. Mezi nadory II. typu jsou pak fazeny high-grade serosni (grade 2 a 3)
a high-grade endometroidni (grade 3) karcinomy (16, 17). Tyto typy se lisi jak prognostic-
kymi faktory, povahou rozsevu a odpovédi na 1é¢bu, tak molekularni podstatou, rozdilnym
genetickym profilem a rozdily v epidemiologickych a genetickych faktorech spojenych
s rizikem vzniku ovaridlniho karcinomu. Uvedena klasifikace ovaridlnich nadort predsta-
vuje prvni krok k vyuziti sledovani genovych expresnich profild v diagnostice a prognoze
ovarialnich karcinomui.

Vzhledem k hlavnim pfic¢inam Gmrti na ovarialni karcinomy, tedy rozvoji rezistence
a metastatickému rozsevu, byla, na zakladé genetickych profill, nalezena fada konkrét-
nich markerd souvisejicich s resistenci na podavanou chemoterapii, napt. NRF2, TP53,
DACHI, EVII1, SKILL, RUNX, PRKCI, GPX3, APC, BAG3, S100A10, EGFR, ITGAE,
MAPK3/ERK1, TAP1/ABCB2, BNIP3, MMP9, a FASLG (18-23). Dressman a kol. nasli
genové profily konzistentni s aktivaci onkogennich signalnich drah Src a Rb/E2F u che-
moresistentnich pacientli s potencialnim vyuzitim v cilené terapii zaméfené pravé na tyto
drahy. Aktualni informace a nejvyznamnéjsi data k vyuziti komercénich microarrays pro
meéfeni genovych expresnich profild u ovaridlnich malignit zejména ve vztahu k 1é¢ebné
odpovédi ¢i rozvoji rezistence onemocnéni jsou shrnuty v Tab. 1. Z tabulky 1 a recentni
prace (24) je patrné, ze existuje pies 40 studii sledujicich genovy expresni profil u velkych
souborl pacientek s ovarialnimi nadory. Nicméné, i pies identifikaci fady zajimavych kan-
didatnich genti a paneld, zatim nebylo pro ovarialni nadory doporuéeno vyuziti jednotného
panelu gent s prognostickym ¢i prediktivnim vyznamem (na rozdil od karcinomu prsu, kde
takové panely jsou jiz pouzivany, napi.: Oncotype DX ¢i Mammaprint).

Specifické genetické markery metastatického rozsevu zatim u EOC rovnéZz znadmy
nejsou. Obecné u EOC existuji téi zplisoby rozsevu metastaz. Méné obvyklymi zpiso-
by jsou rozsev krevni cestou vedouci ke vzniku vzdalenych metastaz v jatrech, mozku
a dalSich organech a propagace nadorovych bunék do lymfatickych uzlin a lymfatického
ob¢hu. Nejbéznéjsi cestou rozsevu metastaz u EOC je Sifeni po peritoneu (25). Pii metasta-
zovani dochazi ke zmén¢ epitelidlnich bun€k na mezenchymalni v procesu zvaném epite-
lidlné-mezenchymalni tranzice (EMT). Mezenchymalni buriky jsou totiz diky své odlisné
polarizaci schopny migrace. Béhem EMT se pak buiky ze solidniho primarniho nadoru
§ifi, adheruji a proliferuji. Lécba takto pokroc€ilych stadii onemocnéni spociva v cytore-
duktivnim chirurgickém zakroku odstraiujicim primarni nador s naslednou chemoterapii
zpravidla karboplatinou v kombinaci s paklitaxelem (26). ProtoZe u fady pacientti dochazi,
i pfes chirurgicky zakrok a chemoterapii, k opétovnému vyskytu peritonealnich metastaz,
jsou hledany alternativni cesty podani chemoterapie. Podani cytostatik pfimo do bii$ni
dutiny umoziuje dosahnout mnohem vyssich koncentraci cytostatik pfimo v peritoneal-
nim prostoru a tim zvysit cytotoxicky Gc¢inek. V soucasnosti probiha 18 klinickych studii
sledujicich vyhody intraperitonealniho podani cytostatik a to predevsim za pomoci intra-
operativni IP chemoterapie v hyperthermickych podminkach (HIPEC; 27).
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Soucasné technologie genetického vyzkumu umoziuji studovat genetickou heteroge-
nitu, mutaéni a transkripéni profil, post-transkripéni regulaci genové exprese a vyuziti
téchto informaci k uréeni klicovych molekularnich faktord rozvoje, progrese onemoc-
néni i rozsevu metastaz. Vzhledem k odpovédi na 1é¢bu se pro odhad nasledné remi-
se nebo relapsu onemocnéni zdaji byt zajimavé geny transportu cytostatik (28—30). Jde
o membranové ABC transportéry (ATP binding cassette, ABC) a SLC transportéry (solute
carrier, SLC) vazajici ATP. Velmi nedavno se objevily prace spojujici oba typy transpor-
tért s 1ékovou rezistenci in vitro v ovaridlnich nadorovych bunkach (31) a s terapeutic-
kym vystupem 1é¢by ovarialnich nadort, napt. v praci Hedditch a kol. (32), kde vysoké
hladiny ABCA transportéri (ABCA1, ABCA6, ABCA8 a ABCA9) korelovaly s hor§im
prezivanim pacientek s high-grade serosnim karcinomem (HGSC). Byl nalezen vztah
také mezi imunohistochemickou pozitivitou ABCC1 transportéru a gradem EOC a vztah
mezi hladinou ABCC4 a krat$im piezivanim do znamek progrese EOC u 127 pacien-
tek s ovarialnim karcinomem a riznorodym histotypem (33). V bunkach karcinomu prsu
vedla aktivace EMT, indukovana epidermalnim ristovym faktorem, ke zvySeni exprese
ABCCS3 transportéru (34) podobné jako v predchozi praci, kde indukce EMT a schopnost
migrace nadorovych bunek invazivniho karcinomu mlécné zlazy souvisela se zvysenou
expresi 16 ABC transportéru (35). Tyto vysledky ukazuji na vztah mezi EMT, agresivnim
fenotypem nadoru, rezistenci vi¢i chemoterapii a expresi membranovych transportért.
Z téchto duvodu se jevi ucelné sledovat jejich expresni profil i u ovarialnich nadort, kde
tyto vztahy zndmy nejsou.

Epidermalni ristovy faktor je soucasti klicovych procesti aktivace EMT (34). V souvis-
losti s tim byla sledovana i role receptoru pro epidermalni rustovy faktor (EGFR) v ova-
rialnich nadorovych buiikach. EGFR hraje dulezitou roli v regulaci bunééného cyklu,
proliferaci, diferenciace a prezivani bunek. U ovarialnich nadorovych bunék i v klinickych
vzorcich byla nalezena zvysena exprese EGFR (36). Navic se EGFR spole¢né se STAT3
podili na zprosttedkovani EMT v nadorovych buiikach (37). Aktivace EGFR byla rov-
néz pozorovana v souvislosti se zvySenou invazivitou a schopnosti migrace ovarialnich
nadorovych bunék rezistentnich viéi cisplating (38). Z ostatnich povrchovych receptort je
zvysen¢ exprimovan ERBB2 (HER2) v svétlobunéénych karcinomech ovaria (39) a jeho
zvySena exprese byla nalezena i u pozdnich stadii endometroidniho typu ovarialniho kar-
cinomu, kde souvisela jak s celkovym tak s prezivanim bez znamek onemocnéni (40).

Eliminace a pisobeni 1é¢iv neni ovliviiovano jen jejich membranovym transportem, ale
také biotransformaénimi procesy uvniti bun€k, ¢i deaktivaci za ucasti celé fady enzymi
L. aIl. faze biotransformace. U ovarialnich nadort byla v této souvislosti nalezena zvysena
exprese antioxidaénich enzymu superoxiddismutasy 2 (SOD2), glutaredoxinu (GLRX)
a glutathion-3 peroxidasy (GPX3) ve tkanich svétlobunééného EOC oproti ostatnim histo-
logickym typim. Tento histotyp mé pfitom horsi prognozu nez jiné histotypy (39). SOD2
byla rovnéz zvysené exprimovana v in vitro podminkach v invazivnich SKOV3.ip1 nado-
rovych ovarialnich burnikach ve srovnani s ptivodnimi SKOV3 bunkami (41). Zda se tedy,
ze zvySena aktivita enzymi odpovidajicich na oxidativni stres, spolu se zvySenou meta-
bolickou aktivitou, miize souviset s agresivnéjsi povahou nadoru a naslednym rozvojem
metastaz.
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V neposledni fadé€ je ucinnost 1é¢by i povaha nadorového procesuje ovlivnéna geny,
které se ucastni regulaénich a fidicich procest v burikach a DNA repara¢nich mechanismt.
Jednim z kliCovych genti je pritom TP53. Jedna se o tumor-supresorovy gen, ktery regu-
luje programovanou smrt bunék (apoptozu) véetné apoptotické odpovedi na radioterapii
a chemoterapii. Jeho mutace ¢i deregulace jsou nejéastéjs$imi abnormalitami v nadoro-
vych bunkach. Zmény v expresi proteinu pS3 byly pozorovany u riznych histologickych
typt ovarialnich karcinomu (42, 43). ZvySena exprese pS3 (gen TP53) spole¢né s Ki67
(gen MKI167) nalezena u mucinosnich ovarialnich karcinomi v porovnani s mucinéznimi
borderline nadory (43) naznacuje, ze p53 mize byt i markerem diferenciace a agresivity
jednotlivych histotypi.

Z velmi §iroké problematiky DNA reparace se jevi jako zasadni uloha genti tzv. DNA
mismatch reparace. Snizena exprese nékteré¢ho z geni této drahy (MSH2, MSH3, MSHS6,
MLH1, MLH3, PMSI1, and PMS2) byla nalezena az u 29 % ptipadi EOC (44).

Tato pilotni studie méla za cil prostudovat expresi vybrané kazety genli (membranové
transportéry, geny regulace bunééného cyklu a DNA repara¢nich mechanismil) ve vzorcich
benignich ovarii, primarnich EOC a peritonealnich metastaz EOC. Hlavnim cilem bylo
porovnat rozdily v hladinach exprese vSech genii mezi nenadorovu, nadorovu a metasta-
tickou tkani, vysledovat trendy ve zménach exprese a nalézt vztahy mezi klinicko-patolo-
gickymi idaji pacientek a mirou genové exprese. Na zaklad¢ zjisténych vztahi byly for-
mulovany kandidatni genetické markery rozvoje nadoru a vzniku metastaz, které poslouzi
k cilenym studiim pro zpiesnéni prognozy pacientek a k hledani novych terapeutickych
cili ovarialnich nadort.

MATERIAL A METODY

Pacientky a vzorky

V této pilotni studii bylo analyzovano 23 vzorkdi EOC a 16 vzorkl peritonealnich
metastaz EOC, které byly ziskany z Gynekologicko-porodnické kliniky Fakultni nemoc-
nice v Plzni od pacientek diagnostikovanych v letech 2005-2014. Jako kontrolni skupina
bylo pouzito 14 vzorkti nezhoubnych tkani ovarii (benigni cysty, leiomyomy apod.) ziska-
nych z Fakultni nemocnice Motol v Praze. VSechny diagnozy byly histopatologicky ové-
feny. U pacientek byly sledovany klinicko-patologické charakteristiky uvedené v Tab. 2.
Vsechny pacientky podepsaly formulatf informovaného souhlasu ve shodé¢ s Helsinskou
deklaraci a studie byla schvalena etickymi komisemi Statniho zdravotniho ustavu a kli-
nickych pracovist’ v Praze a Plzni.

Vzorky tkani byly ihned po odebrani zmrazeny a uchovavany v —80 °C pied dal$im
zpracovanim. RNA byla ze vzorkt izolovana pomoci AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kitu
(Qiagen, Hildesheim, Némecko) dle instrukci vyrobce. Celkova RNA byla kvantifikovana
pomoci Quant-iT RiboGreen RNA Assay Kitu (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA). Pro
syntézu cDNA bylo pouzito 0,5 pg celkové RNA a kit RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (MBI Fermentas, Vilnius, Litva). Pfipadna kontaminace genomovou
DNA byla posouzena PCR amplifikaci diive popsanou metodou (45). Nasledné byla
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Tab. 2 Klinicko-patologicka data pacientek s primarnimi nadory nebo peritonealnimi metastazami EOC

Charakteristika Prim;ir(l:/ifl oc M;t z(l(s)/t:’;zy
Prameérny vék v dobé diagnozy 63,0 + 8,1 62,0+ 12,6
FIGO stadium

I 3(13,0) 0

I 3(13,0) 0

I 16 (69,6) 13 (81,3)
v 1(4,3) 3(18,8)
EOC vyp

HGSOC 16 (69,6) 12 (75,0)
jiné typy 7(30,4) 3(18,8)
neur¢eno 0 1(6,3)
Histologicky grade

1 3(13,0) 1(6,3)

2 2(8,7) 14 (87,5)
3 18(78,3) 1(6,3)
Vzdalené metastazy

Ml 1(4,3) 3(18,8)
MO 15 (65,2) 7 (43,8)
neurceno 7 (30,4) 6 (37,5)

cDNA preamplifikovana. Preamplifika¢ni smés obsahovala 5% PerfeCTa PreAmp Super-
Mix (Quanta Biosciences, Gaithersburg, Maryland, USA), smés TagMan Gene Expression
Assays (0,2x kazda; Life Technologies, Foster City, Kalifornie, USA; seznam pouzitych
assays je uveden v Tab. 3, 10x fedénou cDNA a ultracistou vodu v celkovém mnozstvi
25 pl. Bylo pouzito 14 preamplifikacnich cykli podle doporuceni vyrobce. Preamplifiko-
vana cDNA byla uchovavana pii —20 °C pied vlastni PCR kvantifikaci.

Analyza genového expresniho profilu pomoci real-time PCR

Stanoveni relativni hladiny exprese kazety genti uvedenych v (Tab. 3) bylo provedeno
pomoci pfistroje ViiA7 Real-Time PCR System (Life Technologies). Reakéni smés obsa-
hovala 2x TagMan Gene Expession Master Mix (Life Technologies), 20x TagMan Gene
Expression Assay specifickou pro kazdy sledovany gen (Tab. 3), 2 ul cDNA fedéné 32x
v TE pufru a byla dopInéna ultracistou vodou do celkového objemu 5 pl. Podminky PCR
amplifikace v redlném Case byly nasledujici: pocatecni aktivace HotStar Taq polymerazy
2 min pii 50 °C, Gvodni denaturace 10 min pii 95 °C nasledovana 45 cykly sestavajicimi
se z denaturace 15 sec pii 95 °C a annealingu/extenze 60 sec pii 60 °C. VSechny vzorky
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Tab. 3 Seznam studovanych genti a TagMan Gene Expression Assays pouzitych pro méfeni genové exprese
pomoci real-time PCR

Symbol TaqMan Gene Bank Nazev genu Délka
genu Assay ID Acces. No. & amplikonu [bp]
PPIA Hs99999904 m1 NM_021130.3 Peptidylprolyl isomerase A 98
UBC Hs00824723_ml NM_021009.5 Ubiquitin C 71

Tyrosine 3-monooxygenase/
YWHAZ | Hs03044281 gl | NM_001135700.1 tryptophan 5-monooxygenase 106
activation protein, zeta polypeptide

ABCAI | Hs00194045 ml | NM_ 0055023 | ATP-Pinding cassetie, sub-family A 125

- - (ABC1), member 1

ATP-binding cassette, sub-family A

ABCA2 | Hs00242232_ml NM_212533.2 (ABC1), member 2 58
ATP-binding cassette, sub-family A

ABCA3 | Hs00184543 ml NM_001089.2 (ABC), member 3 77
ATP-binding cassette, sub-family A

ABCA7 | Hs00185303_ml NM_019112.3 (ABC1), member 7 80
ATP-binding cassette, sub-family A

ABCA8 | Hs00992371 _ml NM_007168.2 (ABC1), member § 85
ATP-binding cassette, sub-family A

ABCAY9 | Hs00329320_ml NM_080283.3 (ABC1), member 9 145
a ATP-binding cassette, sub-family A

ABCA10" | Hs00365268 ml NM_080282.3 (ABC1), member 10 127
ATP-binding cassette, sub-family A

ABCAI12 | Hs00292421 ml NR 103740.1 (ABC1), member 1 77
ATP-binding cassette, sub-family A

ABCA13 | Hs01110169 ml NM_152701.3 (ABC1), member 13 80
ATP-binding cassette, sub-family B

ABCBI1 | Hs00184491 ml NM_000927.4 (MDR/TAP), member 1 110
Transporter 1, ATP-binding cassette,

ABCB2 | Hs00388677_ml NM_000593.5 sub-family B (MDR/TAP) 60
Transporter 2, ATP-binding cassette,

ABCB3 | Hs00241060_ml NM_018833.2 sub-family B (MDR/TAP) 66
ATP-binding cassette, sub-family B

ABCB4 | Hs00240956_ml NM_018850.2 (MDR/TAP), member 4 73
ATP-binding cassette, sub-family B

ABCBI1 | Hs00184824 ml NM_003742.2 (MDR/TAP), member 11 63
ATP-binding cassette, sub-family C

ABCC1 | Hs00219905_ml NM_004996.3 (CFTR/MRP), member 1 74
ATP-binding cassette, sub-family C

ABCC2 | Hs00166123_ml NM_000392.3 (CFTR/MRP), member 2 75
ATP-binding cassette, sub-family C

ABCC3 | Hs00358656_ml NM_003786.3 (CFTR/MRP), member 3 98
ATP-binding cassette, sub-family C

ABCC4 | Hs00195260 ml NM_005845.3 (CFTR/MRP), member 4 86
ATP-binding cassette, sub-family C

ABCCS | Hs00981089 ml NM_005688.2 (CFTR/MRP), member 5 68

Pii real-time PCR byla standardni teplota 60 °C, 2teplota annealingu 62 °C, bteplota annealingu 58 °C.
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byly analyzovany v duplikatech. Negativni kontrolni reakce obsahovala vodu misto vyset-
fované cDNA. Jako referen¢ni geny pro normalizaci vysledki byly pouzity PPIA, UBC
aYWHAZ.

Statisticka analyza dat

Rozdily v hladinach genové exprese mezi kontrolami, primarnimi nadory a metastaza-
mi EOC byly stanoveny pomoci softwaru REST 2009 (Qiagen). Mira exprese vzhledem
ke klinicko-patologickym datiim byla hodnocena pomoci softwaru SPSS v16.0 (SPSS Inc,
Chicago, Illinois, USA). Hodnota P < 0,05 byla povaZovana za signifikantni a vzdy byla
vystupem oboustrannych testii. Kontrola pomérného mnozstvi falesné pozitivnich vysled-
ki byla provedena pomoci FDR testu (False Discovery Rate) dle Benjaminiho a Hochber-
ga a Q-hodnoty byly vypocitany pro kazdé porovnani.

VYSLEDKY A DISKUSE

Expresni profil 61 genti byl stanoven ve vzorcich benigni ovarialni tkané ziskanych
od 14 pacientek, ve vzorcich primarnich karcinomt ovaria od 23 pacientek a ve vzorcich
peritonealnich metastaz EOC od 16 pacientek. Cilem studie bylo najit kandidatni markery
rozvoje EOC a markery souvisejici s metastatickym potencidlem, které hraji roli pfi vzniku
metastdz EOC. Takové markery by byly dale vyuzitelné k prognéze a odhadu progrese
onemocnéni, k uréeni maligniho potencialu suspektnich 1€ézi ¢i in situ karcinomd a pro
prognézu metastatického Sifeni rakoviny vajecniki.

Porovnani genové exprese v benigni ovarialni tkani
a v primarnich nadorech

Pfi porovnani primarni nadorové tkan€ a benigni ovarialni tkané bylo nalezeno 19 genii
se snizenou a 13 gend se zvySenou expresi v nddorové tkani (Tab. 4). Z genli s vyznam-
né nizsi expresi v nadorové tkani ovarii byly geny ABCAS8/9/10/12, ABCBI1, ABCC?9,
ABCD3, ABCE1, ABCF3, ABCG2, ATP11B, ATP7A, EGFR, NR1H4, SLC16A14,
SLC22A3, SLC22A5, SLC47A1 a TRAPI potvrzeny i FDR korekei pro vicenasobné tes-
tovani. Z gend s vyznamné vyssi expresi v nddorové oproti benigni tkani ovarii byly FDR
testem potvrzeny geny ABCA2/7/13, ABCC3/C5/C10, HER2, MKI167, MSH2, NR111,
PLK1 a SLC22A18.

Z dosud ojedin€lych vystupti v literatute sledujicich expresi konkrétnich transportérii
nase soucasna data potvrzuji nedavno nalezenou, vice nez desetindsobn¢ snizenou, expresi
ABCAS v EOC oproti kontrolni tkani (46). Potencialni vyznam ABCAS pro prognézu
onemocnéni (32, 46) ale v nasi pilotni studii nalezen nebyl. Z dalSich ABC transportéri
byla nalezena zvySena exprese ABCC3 v EOC v porovnani s benignimi tkanémi také v dfi-
ve publikované praci (47). Vyznamné zvySeni exprese ABCCS5 a ABCC10 v primarnich
nadorech v nasi soucasné studii pak naznacuje, Ze nedavno nalezena ucast té€chto genti v in
vitro resistenci vuci plating (48) a taxantim (49) je relevantni pro EOC.
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Tab. 4 Porovnani exprese genti mezi kontrolni tkani, primarnimi EOC a metastazami EOC

Gen Typs E.xpresni Primarni EOC vs. Metz?st&'fzy ,EOC VS,
diference kontroly primarni EOC
P-hodnota Trend P-hodnota Trend
PPIA REF 1,05
UBC REF 0,84
YWHAZ REF 1,14
ABCAl TRG 1,00 0,994 0,291
ABCAI10 TRG 5,30 <0,001 l 0,918
ABCAI12 TRG 0,06 0,018 l 0,295
ABCAI13 TRG 0,07 <0,001 T 0,952
ABCA2 TRG 0,36 0,019 0 0,674
ABCA3 TRG 0,69 0,115 0,887
ABCA7 TRG 5,30 <0,001 0 0,029 i
ABCAS TRG 0,06 <0,001 l 0,556
ABCA9 TRG 0,07 <0,001 l 0,920
ABCBI1 TRG 0,36 <0,001 l 0,095
ABCBI1 TRG 3,46 0,124 0,312
ABCB2 TRG 1,61 0,074 0,147
ABCB3 TRG 1,62 0,033 i 0,124
ABCB4 TRG 0,55 0,098 0,228
ABCC1 TRG 1,25 0,090 0,100
ABCCI10 TRG 1,34 0,012 T 0,913
ABCC2 TRG 1,29 0,130 0,012 1
ABCC3 TRG 6,76 <0,001 i 0,764
ABCC4 TRG 1,25 0,211 0,188
ABCC5 TRG 1,68 0,001 i 0,440
ABCC6 TRG 1,18 0,581 0,744
ABCC9 TRG 0,19 <0,001 l 0,073
ABCD1 TRG 1,04 0,818 0,142
ABCD2 TRG 1,01 0,960 0,051
ABCD3 TRG 0,80 0,017 l 0,080
ABCD4 TRG 1,02 0,893 0,855
ABCELl TRG 0,70 <0,001 l 0,333
ABCF1 TRG 1,09 0,475 0,535
ABCF2 TRG 1,10 0,395 0,357
ABCEF3 TRG 0,74 0,003 l 0,109
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Gen Typs E'xpresni Primarni EOC vs. Meta}sté,zy ,EOC Vs.
diference kontroly primarni EOC
P-hodnota Trend P-hodnota Trend

ABCG1 TRG 1,06 0,789 0,203
ABCG2 TRG 0,13 <0,001 1 0,913
ABCGS TRG 0,77 0,738 0,641
ATOX1 TRG 1,18 0,192 0,833
ATP11B TRG 0,55 <0,001 1 0,635
ATP7A TRG 0,42 <0,001 1 0,457

ATP7B TRG 1,22 0,258 0,029 l
EGFR TRG 0,39 <0,001 | 0,670
GLRX TRG 1,06 0,827 0,131
HER2 TRG 1,46 0,013 1 0,319
MKI67 TRG 48,18 <0,001 i 0,276
MSH2 TRG 1,45 0,002 1 0,093
NROB2 TRG 0,90 0,877 0,119

NR1H4 TRG 0,01 <0,001 1 0,050 l
NRI1I1 TRG 10,13 <0,001 i 0,889
NR112 TRG 1,13 0,684 0,678
PLK1 TRG 14,18 <0,001 i 0,551
PLK2 TRG 1,03 0,891 0,414

PMS1 TRG 0,88 0,286 0,038 l
SLC16A14 TRG 0,17 <0,001 l 0,506
SLC22Al1 TRG 1,23 0,337 0,531
SLC22A18 TRG 1,64 0,003 T 0,819
SLC22A3 TRG 0,09 <0,001 l 0,206
SLC22A4 TRG 1,21 0,472 0,927
SLC22A5 TRG 0,73 0,022 1 0,098
SLC31Al TRG 1,37 0,055 0,970

SLC31A2 TRG 1,03 0,903 0,034 i
SLC47A1 TRG 0,33 0,008 ! 0,894
SOD2 TRG 1,02 0,923 0,342
TP53 TRG 0,76 0,150 0,749
TRAPI TRG 0,71 <0,001 l 0,889

aREF = referencni gen, TRG (target gene) = cilovy gen; | = sniZeni genové exprese, 1 = zvysSeni genové
exprese; Sedou barvou jsou podbarveny vzorky, které byly potvrzeny FDR testem, tu¢né jsou zobrazeny
vzorky s vyznamnym trendem v expresnim profilu



Zvysena exprese genu PLK1 souhlasi s nedavnou studii porovnavajici EOC a benigni
ovaria, ale v této praci byla zjisténa i up-regulace TP53 (50), kterou soucasna studie nenalez-
la. Nelze tedy potvrdit existenci propojeni zvySenych hladin exprese PLK1 a TP53 s pozd-
nim stadiem onemocnéni, gradem a hor$im prezivanim EOC pacientek nazna¢eného pied-
chozi studii. Vice svétla by do problému mohla vnést analyza mutaci TP53, ktera je ¢astym
jevem charakteristickym pro HGSC (TP53 mutace u 96 % z nich) dle TCGA studie (51).

Porovnani genové exprese primarnich nadori a metastaz

Tkang peritonealnich metastaz EOC se lisily od primarnich nadori mnohem mén¢ nez
oproti kontrolni tkani. Metastazy tedy maji expresni profil srovnatelny s nadorovou tkani
s nékolika vyznamnymi rozdily. Z 61 sledovanych gent byla v metastazach oproti pri-
marnim nadoriim u 3 gend snizena exprese (ATP7B, NR1H4 a PMS1) a u 3 gend zvysena
(ABCA7, ABCC2 a SLC31A2; Tab. 4). Zadny z téchto vztahd nebyl v toleranci FDR
korekce, coz ukazuje na moznou faleSnou pozitivitu nékterych vysledki. Z tohoto diivodu
jsme se zaméfili na tendenci a smér zmén genové exprese téchto genti mezi jednotlivymi
typy vzorkl ovarialnich tkani. Zajimavy se ukdzal byt expresni profil genu ABCA7, jehoz
exprese vyznamn¢ nartstala v rdmcei rozvoje nadoru smérem: kontrolni tkan < primarni
EOC < EOC metastaza. Oproti tomu gen NR 1H4 mél opa¢nou tendenci, tzn. exprese byla
vyznamné niz§i v nadorech oproti benigni ovarialni tkani a jesté nizs$i v metastazach: kon-
trolni tkan > primarni EOC > EOC metastaza. Tyto konzistentni vysledky nas opraviuji
k ptedpokladu, Ze se jedna o vyznamné zmeény, jejichZ potencialni souvislost s rozvojem
ovarialniho karcinomu, by bylo vhodné validovat na vétSim poctu vzorkd.

Zvysena exprese ABCA7 byla zatim pozorovana v karcinomech pankreatu (28) a prsu
(29). Jevi se byt ale spise pozitivnim prognostickym faktorem, protoze dosud jedina pra-
ce korelujici vztah ABCA7 exprese s progndzou byla provedena u pacientl s kolorektal-
nim karcinomem a ukazala souvislost nizké hladiny ABCA7 s krat$im bezpfiznakovym
prezivanim a zvySenym rizikem progrese (30). Tento gen zajimavy pro dalsi studium je
effluxnim transportérem fosfolipidd a cholesterolu z bunék do extracelularniho prostoru
(52). Zvysena exprese ABCA7 nejspiSe nebude pfispivat ke vzniku rezistence na 1éCiva
pouzivana v terapii EOC, protoze na jejich transportu se, dle dostupnych tdajt, nepodili.
Pravdépodobnéjsim se jevi kauzalni spojeni s jeho fyziologickou funkci, kterd vyznamné
ovlivituje metabolismus lipidii a s nim spojené bun&cné procesy nutné pro vyzivu a pieziti
nadorovych bun¢k. ABCA7 tak predstavuje dalsi z moznych cilti pro vyvoj biologické
terapie nadoru.

Druhym zajimavym genem je NR1H4 (Farnesoid x-activated receptor), ktery se podili
na regulaci metabolismu Zlucovych kyselin, lipidd, cholesterolu a glukosy (53, 54). Sni-
zena hladina NR1H4 genu je spojovana s progresi karcinomu stteva, EMT (55) a horsi
progndzou (56). V souladu s témito daty a v soucasné studii nalezenym umléovanim expre-
se NR1H4 béhem progrese nadoru se ukazuje, Ze cilena manipulace hladiny NR1H4 by
mohla byt slibnym terapeutickym nastrojem nadorové terapie. Ani jeden z gent ABCA7
a NR1H4 dosud nebyl vzhledem k rozvoji EOC, progresi onemocnéni ¢i metastatickému
rozsevu studovan a jejich potencialni vyuziti jako prediktivnich markeri EOC progrese je
nutné do detailu prozkoumat. MiiZe existovat funkéni propojeni obou téchto geni, protoze
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napfiklad byla nalezena interakce NR1H4 s dal§im z ABC transportért, genem ABCB1,
v procesu aktivace transportéru na mySim modelu (57).

Korelace genové exprese s klinicko-patologickymi daty pacientek

Na zaklad¢ rtiiznorodého profilu genové exprese v nasich vzorcich jsme dale hledali
souvislosti mezi expresi sledovanych markerti v nadorové tkani, stadiem, histologickym
typem a gradem nadoru a ptitomnosti vzdalenych metastaz u pacientek s EOC. Vyssi hla-
dina exprese ABCA3 byla nalezena u HGSC (P = 0,018) v porovnani s ostatnimi his-
tologickymi typy nadoru. Tumor supresorovy gen TP53 a mismatch repair gen MSH2
mély vyznamné niz$i hladinu exprese v nadorech pacientek ve vyssim stadiu onemocnéni
(P=0,030; P=0,022). Kvili malému poé¢tu vzorkt ve srovnavanych skupinach je ovsem
treba brat tyto vysledky jako pilotni, odkazujici na potencialni kandidatni markery, které
bude nutno ovéfit na vétsim validacnim setu vzorkd.

Protein p53 je znamym tumor supresorem a souvislost jeho nizké exprese na Girovni
transkriptu s pozdnim stadiem EOC, kterou zjistila soucasna studie, podporuje piedcho-
zi Gdaje o jeho protinadorovém pulisobeni. Sledovanou skupinu vzorkd ze 70 % tvorily
HGSC spadajici do typu II ovarialniho karcinomu. Vysoké hladiny TP53 byly nalezeny
i v ¢asném stadiu HGSC a imunoprecipitaci u mucinosniho karcinomu (43) spadajiciho
do typu I ovarialnich karcinomi. Vysledky tak dokazuji alteraci exprese p53 vzhledem
k histotypu a stadiu onemocnéni.

Dalsim genem, jehoz exprese byla vyznamné zvysena v nadorové oproti kontrolni tka-
ni, je jeden z kli¢Covych MMR gentit MSH2. Nestabilita mikrosateliti (MSI) je u EOC
pomérné Casto pozorovanym jevem (58) a sniZeni exprese nékterého z MMR gent bylo
pozorovano u témét 30 % EOC (44). Nicméné tloha MMR genil v prognoze, progresi
i vzniku metastaz EOC dosud nebyla dikladné prostudovana. V souéasné praci byla nale-
zena zvysSena exprese MSH2 v nadorech pacientek s pozdnim stadiem nadoru, coz nazna-
¢uje jeho vyznam v progresi EOC. Na druhou stranu absence deregulace exprese MSH2
v metastazach naznacila, Ze tento gen pro metastaticky rozsev pravdépodobné nema zasad-
ni vyznam. V souladu s timto pfedpokladem diive Shilpa a kol. (58) na urovni proteinu
nepozorovali deregulaci exprese MMR gentt (MLH1, MSH2, PMS2) ve vzorcich EOC
oproti normalnim ovariim, ptesto Ze MSI byla nalezena u vice jak 60 % nadord a rovnéz
byla detekovana methylace MLH1 genu. Chybé&jici korelace MSI, methylace a exprese
proteinu dale naznadily moznost nezavislé existence téchto fenoménd.

Na zavér lze konstatovat, ze soucasna pilotni studie ukazala na mozny vliv geni
ABCA3, ABCA7, MSH2, NR1H4 a TP53 v progresi EOC. Vysledky bude tfeba ovéfit jak
valida¢ni studii na vétSim poctu pacientek tak i na funkéni Grovni.
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SOUHRN

Karcinom vajec¢niki je nejcastéjsi pfi¢inou umrti na gynekologické malignity. Mole-
kularni mechanismy vzniku karcinomu vajeénikl nejsou dikladné prozkoumany a chybi
specifické genetické markery progrese a rozvoje metastdz malignich epitelialnich ova-
ridlnich nadorti (EOC) vyuzitelné jak v prognoze, tak pii navrhu co nejefektivnéjsi indi-
vidualni terapie. Cilem této studie bylo poskytnout informaci o expresnim profilu genti
(membranovych ABC a SLC transportéri, gend souvisejicich s metabolismem a deakti-
vaci cytostatik, regulaci buné¢ného cyklu a opravnym mechanismem DNA) v primarni
nadorové tkani EOC, tkani intraperitonealnich metastaz EOC a v ovariich nepostizenych
malignim procesem. Tato studie rovnéz poskytla pilotni data o vztazich expresniho profilu
studovanych gent ke klinickym charakteristikdm EOC. U 32 z 61 gent vybranych do stu-
die byla nalezena odli$na exprese v primarni nadorové tkani oproti nenadorové ovarialni
tkani. Exprese Sesti gent se vyznamné liila v metastazach oproti primarnim EOC tkanim.
Nejvyznamnéjsi se zda byt tendence zvysujici se exprese genu ABCA7 od benigni tkané
ptes tkan primarniho nadoru az k metastdzam a naopak snizujici se exprese genu NR1H4
ve stejném sledu tkani. Exprese gent ABCA3, TP53 a MSH2 v nadorové tkani korelovala
s klinicko-patologickymi charakteristikami EOC. V této studii byly tedy nalezeny nékte-
ré nové kandidatni markery progrese EOC, zejména: ABCA3, ABCA7, MSH2, NR1H4
a TP53, jejichZ potencialni vyuziti v klinickém testovani bude dal hodnoceno na vétsim
souboru pacientek.

Markers of progression and development
of metastases in ovarian carcinomas estimated
using gene expression profiles

SUMMARY

Ovarian cancer is the most lethal gynecological malignancy. Molecular mechanisms
of ovarian cancer development are not fully understood. Specific genetic markers of
epithelial ovarian cancer (EOC) progression and development of metastases enabling better
prognostication and targeted therapies are lacking. The aim of this study was to give an
overview of gene expression profiling (ABC and SLC transporter genes, genes associated
with drug metabolism and inactivation, cell cycle regulation and mismatch DNA repair
mechanism) between primary EOC tissues, EOC metastases, and benign ovaries. This
study also provided information about associations of gene expression profile with clinico-
pathological features of EOC patients. Overall, among 61 estimated genes, 32 genes were
deregulated in primary EOC compared to controls. Moreover, six genes were deregulated
in metastases compared to primary tumors. Increasing tendency in ABCA7 expression in
direction benign ovaries < primary tumors < metastases and opposite tendency for NR1H4
expression was observed. MSH2 and TP53 gene expression significantly associated with
EOC stage and that of ABCA3 gene was significantly increased in high-grade serous
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tumors. Our study revealed several novel markers of EOC progression; ABCA3, ABCA7,
MSH2, NR1H4, and TP53 genes seem to be the most interesting ones. The potential
clinical utility of these candidate markers needs to be validated by a larger independent
study.
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