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ABSTRAKT

Uvod

HNF1B je tkanovée specificky transkripéni faktor, ktery hraje zasadni roli v embryondlnim
vyvoji celé fady organti, zejména ledvin, gastrointestinalniho systému, pankreatu a zluCovych
cest. Zatimco vyznam HNF1B pro vznik vyvojovych malformaci ledvin a dalSich organi jiz
byl pomémé dobfe popsan, jeho uplatnéni v patogenezi solidnich nadorG dosud nebylo
objasnéno. Dle dostupnych dat se ukazuje, ze HNF1B se v zavislosti na rtiznych typech nadorii
pravdépodobné muze na procesu karcinogeneze podilet bud’ jako onkogen, nebo jako
tumorsupresor. Pfesny mechanismus, jakym tuto svoji roli uplatituje, ov§em neni jasny.

Cile:

Prace je zaméfend na prohloubeni znalosti o vyznamu zmén HNFI1B u vybranych solidnich
nadorti i nenddorovych 1ézi. Jednotlivé cile zahrnuji: 1) objasnéni role, kterou HNF1B hraje v
patogenezi téchto 1ézi, 2) zhodnoceni mozného vyznamu HNF1B pro diferencidlni diagnostiku
jednotlivych 1ézi, 3) analyzu mozného prognostického a prediktivniho vyznamu HNF1B, 4)
mutacni analyzu genu HNF B u vSech naddorovych 1 nenddorovych tkani s cilem identifikovat
dosud nepopsané somatické patogenni mutace, 5) metylacni analyzu promotoru genu HNFIB.

Material a metody:

Imunohistochemické vysetieni s protilatkou proti HNF1B bylo provedeno u celkem 516 vzork
nadorové a nenadorové tkané. Mutacni analyzy zahrnovaly amplikonové sekvenovani nové
generace C€i panelové sekvenovani a byly UspéSné provedeny u 400 vzorkid. Analyza
metylacniho stavu promotoru genu HNF1B byla provedena u 321 vzorkt. Nase data byla také
porovnana s daty dostupnymi z The Cancer Genome Atlas.

Vysledky:

1) U adenomii tlustého stieva je exprese HNF 1B signifikantné vyssi nez u karcinomil. 2) Nizka
exprese HNF1B u karcinomi tlustého stieva korelovala s rekurenci a se zkracenym DFS. 3)
Mezi vSemi 4 analyzovanymi typy nadort ledvin byly vyrazné rozdily v rozsahu exprese
HNF1B a jeji intenzity. 4) U svétlobunééného karcinomu ledviny (ccRCC) byla nejvyssi
exprese u nadort s grade 1 a klesala s rostoucim gradem. 5) U high grade serdzniho karcinomu
ovaria (HGSC) je exprese HNFIB obecné nizkd a vySSi exprese byla asociovand s
lymfovaskularni invazi. 6) Metylace promotoru byla u karcinomu prostaty spojend s karcinomy
vyssiho T stadia a s vy$$im dosazenym Gleasonovym skore. 7) Celkem jsme nalezli 5 variant
genu HNFIB tfidy 3-5: 3 u kolorektalniho karcinomu, 1 u HGSC, 1 u karcinomu prostaty.

Zavér:

V ramci diferencialni diagnostiky je na IHC Grovni hlavni vyznam hodnoceni exprese HNF1B
u nadort ledvin, zejména v oblasti odliSeni chRCC od renalniho onkocytomu. Dalsi vyuziti je
u nadorii Zenského genitalu, nicméné pomérné vysoké procento exprese u HGSC v nasem
souboru vyznam HNF1B v této indikaci limituje. Z prognostického hlediska méla IHC exprese
HNF1B vyznam zejména u kolorektalniho karcinomu, kde sniZend exprese korelovala s
recidivou a byla spojend s hor$i prognézou. S ohledem na vyznam HNF1B v patogenezi nadort
nase vysledky ukézaly, ze u kolorektalniho karcinomu, HGSC ovéria, karcinomu prostaty,
ccRCC a chRCC ledviny by se HNF1B mohl chovat jako tumorsupresor, zatimco u papilarniho
karcinomu ledviny spise jako protoonkogen. Cést prace vénovana epigenetickym alteracim ma
vyznam zejména u HGSC, kde byla potvrzena pomérn¢ vysoka tiroven metylace, coz v souladu
s literaturou naznacuje, Ze by metylace mohla piedstavovat slibny marker pro ¢asnou detekci
HGSC.



SUMMARY

Introduction

HNF1B is a tissue-specific transcription factor, which plays a crucial role in the embryological
development of a number of organs, especially kidneys, gastrointestinal system, pancreas and
billiary system. While the significance of HNFIB in the development of urinary tract
malformations has already been well described, its role in the pathogenesis of solid tumors has
not yet been elucidated. Based on the current data it seems that depending on the type of
individual tumor HNF1B can either act as an oncogene or a tumor suppressor. However, the
precise mechanism of how it exerts its influence is still unclear.

Aims:

The thesis focuses on expanding the knowledge of the significance of HNF1B changes in
selected solid tumors and non-neoplastic lesions. The individual goals include: 1) determining
the role which HNF1B plays in the pathogenesis of these lesions, 2) evaluating the significance
of HNF1B for differential diagnosis, 3) analysis of the prognostic and predictive meaning of
HNF1B, 4) mutation analysis of the HNF1B gene in all the tumor and non-tumor tissues with
the aim to identify novel pathogenic mutations, 5) methylation analysis of the HNF'I B promoter.

Material and methods:

Immunohistochemical examination with the antibody against HNF1B was performed on 516
samples of tumor and non-tumor tissues. The mutation analyses included new generation
amplicon sequencing or capture-based sequencing and were successfully performed on 400
samples. The mutation analysis was performed on 321 samples. Our data was also compared to
the data available from The Cancer Genome Atlas.

Results:

1) The expression of HNF1B is significantly higher in colon adenomas than in carcinomas. 2)
Low expression of HNF1B in colorectal carcinomas correlated with recurrence and shorter DFS.
3) There were significant differences in HNF1B expression across all 4 groups of renal tumors.
4) The highest expression of HNF1B in clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) was observed
in grade 1 tumors and was decreased with increasing grade. 5) In high grade serous carcinoma
(HGSC) of the ovary the expression of HNFIB is generally low and higher expression was
associated with lymphovascular invasion. 6) In prostate carcinoma, promoter methylation was
associated with tumors of higher T stage and higher Gleason score. 7) 5 variants of HNFIB
gene class 3-5 were found: 3 in colorectal carcinoma, 1 in HGSC and 1 in prostate carcinoma.

Conclusion:

Concerning differential diagnosis, the main significance of IHC expression of HNF1B could be
in the tumors of the kidney, especially when differentiating between chRCC and renal
oncocytoma. Another use could be in the tumors of the female genital system, however, the
rather high percentage of expression found in our group of HGSCs may limit its use in this area.
From the prognostic point of view the expression of HNF1B was significant especially in
colorectal carcinoma, where decreased expression correlated with recurrence and worse
prognosis. When considering the involvement of HNFIB in the pathogenesis of tumors, our
data showed that in colorectal carcinoma, HGSC of the ovary, prostate carcinoma, ccRCC and
chRCC HNFI1B may act as a tumor suppressor, while in papRCC it could work as a
protooncogene. The part of our work dealing with epigenetic alterations is significant especially
for HGSC, where the confirmed high levels of methylation (in accordance with literature)
suggest that methylation could represent a promising marker for early detection of HGSC.
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1. UVOD

Hepatocytarni jaderny faktor 1 beta (HNF1B) je transkripéni faktor, ktery hraje klicovou
roli béhem ontogenetického vyvoje, kdy se podili na regulaci diferenciace visceralniho
endodermu z primitivniho endodermu (Cereghini 1996; Barbacci ef al. 2004). HNF 1B patii do
genové superrodiny kodujici transkripéni faktory obsahujici homeodoménu a kédduje
transkripéni faktor Pit-1/Oct-1/Unc-86 (POU), ktery je zdsadni pro regulaci signalnich drah
ucastnicich se fizeni endodermalniho vyvoje (Alvelos et al. 2015). Ackoliv byl tento faktor
popsan poprvé v hepatocytech (coz vedlo k pojmenovani celé této rodiny), jeho nejvyznamné;jsi
pusobeni spo¢iva ve vyvoji a diferenciaci zejména ledvin, pankreatu a biliarniho traktu. U
dospélych jedincti je proto exprese HNF1B pozorovéana ptredev$im v epitelidlnich tkanich
vytvarejicich tubularni formace, jako jsou napiiklad prave kanalky ledvin, pankreatické vyvody,
tenké a tlusté stfevo, zaludek a jatra, ale i plice, prostata a varlata (Yu ef al. 2015a). Kromé
bunécné diferenciace se HNF1B ucastni také regulace exprese fady genl podilejicich se na
modulaci bunééného cyklu, citlivosti k apoptdze, odpovédi na oxidacni stres a na fizeni
glukozového metabolismu (Pontoglio 2000; Tsuchiya ef al. 2003; Suzuki et al. 2015).

Vzhledem k tomu, ze exprese HNF 1B souvisi zejména s embryonalnim vyvojem ledvin,
pankreatu, bilidrniho traktu, jater a reprodukcéniho systému, germinalni mutace v tomto genu
jsou spojované s celou fadou vrozenych vyvojovych onemocnéni téchto organd.

V poslednich letech se také objevuje nartstajici poc€et dliikazli o tom, Ze by HNF1B mohl
byt soucasti patogeneze nékterych solidnich nadort. Jeho role je diskutovana zejména
v souvislosti se vznikem a progresi svétlobunéénych karcinoml ovaria a ledvin, ale 1
v souvislosti s nadory jater, gastrointestindlniho traktu, pankreatu a prostaty. Navzdory
nartistajicimu zajmu o tento aspekt jeho pusobeni jsou ale informace o moznych somatickych
mutacich genu HNF 1B ptitomnych v jednotlivych typech nadori stale vzacné. Oblasti, které je
v literatufe vénovan véEtsi prostor, je problematika jednonukleotidovych polymorfismii (SNP)
v nekddujicich intronickych sekvencich tohoto genu. Pro HNF'1B tak jiz bylo popsano nékolik
SNPs, které jsou spojovany se zvySenym rizikem vyvoje karcinomu ledvin (Rebouissou et al.
2005), karcinomu endometria (Setiawan et al. 2012; Painter et al. 2015), karcinomu prostaty
(Berndt ef al. 2011; Hindorff et al. 2011) a karcinomu pankreatu (Janky ef al. 2016). Pro jiné
maligni nddory, jako je napfiklad karcinom tlustého stfeva, tento vztah zatim potvrzen nebyl
(Elliott ef al. 2010). U n€kterych nadort je také vyzdvihovan vliv epigenetickych alteraci genu
HNFIB, a to zejména epigenetické inaktivace tohoto genu.

Ptesny mechanismus, jakym se HNFIB ucastni procesu karcinogeneze, nebyl jesté
objasnén a je pravdépodobné, ze se lisi v zavislosti na konkrétnim nddorovém onemocnéni.
Velmi zajimavé jsou dosavadni poznatky, které naznacuji, Ze v zavislosti na typu tkan¢ a nadoru
by HNF'1B mohl ptsobit bud’ jako tumorsupresorovy gen nebo jako protoonkogen. Jak presné
je ale konkrétni vliv uplatiiovan nicméné jesté nebylo objasnéno.

1.1. HNF1B sestfihové varianty

Aktualné dostupna literarni data neposkytuji zcela jasné informace o celkovém poctu a
charakteristice jednotlivych izoform genu HNFIB. Data publikovana v databazich NCBI a
Ensemble uvadi, ze HNF 1B ma celkem tfi plné€ charakterizované izoformy: divokou (wild type)
variantu 1 a dalSi dv¢ alternativni sestfihové varianty; variantu 2 a 3. Pfesnd charakteristika
existujicich izoforem proteinu HNF1B v riznych 1ézich neni v literatuie popsana, a vysledky
dostupnych publikovanych studii i data publikovand v molekuldrné genetickych databéazich
neposkytuji jednoznacné informace.



1.2. Germinalni a somatické mutace HNFIB

Bezchybna funkce HNFIB je nezbytna pro aktivaci segment-specifického genového
programu, ktery je kliCovy pro spravny vyvoj a funkci nefronit (Banyai et al. 2018).
Heterozygotni germinalni mutace genu HNFIB jsou nejCastéj$i monogenni piicinou
vyvojovych onemocnéni ledvin a jako takové jsou spojovany s celou Skalou rendlnich
malformaci, které u postizenych jedincti vedou k chronické poruse renélnich funkci, jez usti
v chronické rendlni selhani (Clissold et al. 2015; Clissold et al. 2018; Okorn et al. 2019; Omura
etal. 2019).

Zatimco v odborné literatuie bylo do soucasnosti popsano vice nez 100 jednotlivych
germindlnich mutaci, problematika somatickych mutaci a jejich asociace se vznikem
nadorovych onemocnéni je mnohem mén¢ prozkoumana. Jediné dostupné poznatky v této
oblasti reprezentuje nékolik publikovanych kazuistik popisujicich pfipady chromofobniho
rendlniho karcinomu spojeného s kombinovanou monoalelickou germinalni a somatickou
mutaci v genu HNFIB (Lebrun et al. 2005; Rebouissou et al. 2005; Clissold et al. 2015;
Bockenhauer & Jaureguiberry 2016; Verhave et al. 2016).

S vyjimkou téchto nékolika vzacnych pripadi zatim v literatuie prakticky neexistuji
7adna data, kterd by se zabyvala somatickymi variantami v kodujici sekvenci genu HNFIB u
riznych typt solidnich nadora (véetné karcinomu prostaty, ledvin a tlustého stfeva). Naprosta
vétSina publikovanych studii v této oblasti se zamétfuje na analyzu intronickych sekvenci a
potencidln¢ vyznamné SNPs.

1.3. Role HNF1B v tumorigenezi solidnich nadoru

Na zaklad¢ reSerSe dostupnych literarnich poznatkli je ziejmé, Ze genetické a
epigenetické zmény HNF'IB hraji v tumorigenezi solidnich nadorid velmi pleiotropni roli, ktera
se li§i v zavislosti na histogenezi daného néadoru. Jak jiz zde bylo uvedeno, HNFI1B je
v literatufe  spojovan u riznych solidnich ndadort jak s protoonkogennim, tak
s tumorsupresorovym efektem. U hepatoceluldrniho karcinomu (Shim et al. 2013; Yu et al.
2015b), karcinomu prostaty (Noto et al. 2010), karcinomu ze zloutkového vacku (Rougemont
& Tille 2018), maligniho gliomu (Zheng ef al. 2017) a svétlobunééného karcinomu ovaria (Li
et al. 2014) byla v nékolika studiich pozitivni exprese HNF1B asociovana s horsi progndzou
onemocnéni a HNF1B je tak u téchto onemocnéni pfisuzovana role protoonkogenu. Naopak,
v ptipad¢ duktalniho adenokarcinomu pankreatu (Janky et al. 2016), Wilmsova tumoru ledvin
a chromofobniho renalniho karcinomu (Lebrun ef al. 2005; Liu et al. 2019) vysledky poukazuji
spiSe na tumorsupresorovy efekt HNF1B.

1.4. Imunohistochemicka exprese HNF1B u vybranych solidnich nadori
1.4.1. Exprese v karcinomech tlustého stieva

Imunohistochemickd exprese HNF1B u karcinom tlustého stteva dosud nebyla v
literatufe popsana, takze charakteristika expresniho profilu téchto 1ézi neni dostupna. Mozny
vyznam vyuZiti IHC exprese HNF1B, zejména s ohledem na moZnou prognostickou
stratifikaci pacientll, tak zatim neni jasny. Stejné tak dosud nebylo popsédno, jakym zplisobem
by se HNF1B mohl podilet na patogenezi kolorektalniho karcinomu, ackoliv jeho vyznam
z hlediska embryonélniho vyvoje v této oblasti je nesporny.

1.4.2. Exprese v karcinomech ovaria

Vzhledem k popisované asociaci exprese HNF1B se svétlobunéénym fenotypem nadort
byla jeho exprese u karcinomt ovaria jiz studovana v fad¢ praci, které se soustredily predevsim
na charakteristiku exprese u svétlobunééného karcinomu. Silné intenzivni exprese je zde
udavéna do té miry, Ze HNF1B byl jiz v roce 2003 oznaceny jako prvni relativné specificky
diagnosticky THC marker OCCC (Tsuchiya et al. 2003).



Exprese HNF1B byla ale také popsana i u ur¢itého procenta endometroidnich karcinoma
a mucinoznich karcinomti (Huang et al. 2016). Exprese u ostatnich typi nadort je ovSem
popisovana jen jako fokalni a slabé (Ci nejvySe stfedn¢€) intenzivni, zatimco pro OCCC je
typicka silna difuzni exprese.

1.4.3. Exprese v nadorech ledvin

HNF1B se zasadnim zptisobem podili na spravném vyvoji rendlniho tubularniho
systétmu a charakteristika jeho exprese u rtznych typl nadorG tak ma velky vyznam.
et al., jejichz vysledky popisuji silnou difuzni jadernou expresi u 38/67 (56 %) papRCC, 5/5
(100 %) MA, 5/5 (100 %) MTSCC, a u prekurzorovych 1ézi (nefrogennich hnizd) (Szponar et
al. 2011). Naopak nizkd exprese HNF1B byla pozorovéna u rendlnich onkocytomu (které
vykazovaly jen izolovanou pozitivitu v 1/18 ptipadl), chRCC (které byly zcela negativni) a
prekvapivé také u ccRCC, ktery vykazoval jen ojedinélou jadernou pozitivitu u 7/98 (7 %)
piipadl.. V ptipad¢ svétlobunécného karcinomu ledvin je tento vysledek ovSem ojedinély,
nebot’ vétsina jinych autorti naopak udava, ze pro ccRCC je naprosto typicka silna, difuzni
exprese HNFB (Buchner ef al. 2010; Wang et al. 2013).

1.4.4. Exprese v karcinomech prostaty

Imunohistochemickd exprese HNFIB u karcinomu prostaty je prozatim v literatuie
popisovana velmi sporadicky — na zdklad¢ extenzivni analyzy byla identifikovana pouze jedna
studie, ktera byla na expresi HNF1B u karcinomu prostaty cilené zaméfena (Debiais-Delpech
et al. 2014). Jejich vysledky ukazaly, Ze exprese HNF1B byla vyznamné spojena s proliferaci
nadorovych bun¢k.



2. VYMEZENI CiLU PRACE

Hlavnim cilem této prace je komplexni analyza zmén HNF1B a jejich vlivu u vybranych
solidnich nédorGt na  imunohistochemické 1 molekularné¢ biologické  trovni.
Imunohistochemicka analyza exprese HNF1B je zaméiena ptfedevSim na charakteristiku
pfitomnosti a typu exprese v jednotlivych studovanych 1ézich, a dile na mozné vyuziti této
exprese s ohledem na diferencialni diagnostiku ¢i ovlivnéni progndzy nékterych histologickych
typtt naddord. Pro vSechny vysledky IHC analyz byla také provedena biostatistickd analyza
s cilem stanovit, zda je mezi expresi HNFIB (a jejimi zménami) a vybranymi klinicko-
patologickymi charakteristikami nadorti vyznamny vztah. V rdmci biostatickych analyz byly
provedeny i analyzy pteziti a stanoveni prognostického vyznamu HNF1B. Dal§im studovanym
aspektem je 1 mozné vyuziti exprese HNF1B jako prediktivniho markeru s ohledem na mozné
budouci terapeutické vyuziti. Analyza genetickych a epigenetickych zmén ma vyznam zejména
z hlediska piispéni k porozuméni, jakou roli hraje HNF1B v patogenezi vybranych solidnich
nadorii. Posouzeni téchto zmén ma vyznam zejména jako dilezita informace pro moznou
budouci cilenou terapii.

Jednotlivé hlavni cile prace tedy byly nasledujici:

1. Analyza exprese HNF1B na imunohistochemické urovni u benignich a malignich
nadort tlustého stteva, nadort ledvin, nadorti ovaria, a nadorovych a nenaddorovych 1ézi
prostaty. Charakteristika rozsahu a intenzity exprese a jeji korelace s klinicko-
patologickymi charakteristikami nadorti. Zhodnoceni mozného vyuziti HNFIB
v rutinni praxi v ramci diferencidlni diagnostiky a jako prognostického markeru.

2. Mutaéni analyza genu HNF1B u vsSech vybranych nadorovych i nenddorovych tkani
s cilem 1dentifikovat dosud nepopsané somatické patogenni mutace. Posouzeni vlivu
vybranych jednonukleotidovych polymorfismi HNFIB na prognoézu studovanych
malignich nador.

3. Metylacni analyza genu HNF'IB za Gi¢elem zhodnoceni, jakou roli hraje metylace ve
zménach exprese HNF1B ve studovanych 1ézich. Stanoveni korelace metylace genu
HNF I B s proteinovou expresi HNF1B (stanovenou imunohistochemicky).

4. Vyuziti ziskanych vysledki k posouzeni, jakou roli hraje HNF1B v patogenezi
vybranych solidnich nadori.



3. MATERIAL A METODY

3.1. Tkané

Vsechny analyzy byly provedeny na vzorcich tkané vysetiovanych na Ustavu patologie
1. LF UK a VFN. IHC analyzy byly provedeny na archivnich tkaiovych bloccich po piedchozi
fixaci tkdn¢ v 10% roztoku formolu a nasledném zaliti tkané do parafinu (FFPE). U vSech
piipadi, kde bylo k dispozici dostatecné mnoZzstvi reprezentativni tkan€ byla pro IHC analyzy
pouzita metoda tkanovych mikroCipi (TMA). Pro potieby molekuldrnich analyz byly
preferencné vyuzity zmrazené tkanové vzorky deponované v Bance biologického materialu
(BBM) 1. Iékaiské fakulty Karlovy univerzity v Praze na naSem pracovisti.

Imunohistochemicky bylo celkem analyzovano 516 vzork nadorové a nenddorové
tkan¢. Mutacni analyzy byly uspésné provedeny u celkem 400 vzorkl a analyza metyla¢niho
stavu promotoru genu HNF1B u 321 vzorka.

3.1.1. Nadorova tkan

Vysetfeno bylo celkem 498 vzorki nadorové tkané. Mutacni analyzy byly Gspésné
provedeny u 284 vzorkl, metylacni analyzy u 266 vzorkli. Nadorova tkan zahrnovala nadory
tlustého stfeva, nddory ledvin, karcinomy prostaty a karcinomy ovarii.

3.1.1.1. Nadory tlustého stieva

Celkem bylo analyzovano 145 nadora tlustého stfeva (105 kolorektalnich karcinomt a
40 adenomit). Skupinu adenomu tvofilo celkem 20 adenomt s low grade (LG) dysplastickymi
zménami epitelu a 20 adenomt s high grade (HG) dysplastickymi zménami.

3.1.1.2. Karcinomy ovaria
Celkem jsme vysetfili 122 high grade serdéznich karcinomt (HGSC) ovéaria. Ve
vySetiovaném souboru byly zastoupené karcinomy vSech ¢tyt FIGO stadii.

3.1.1.3. Nadory ledvin
Celkem jsme vysSetfili 130 nadorti ledvin, mezi které patfilo 121 raznych typi
karcinomt a 9 benignich nadort. Spektrum vysetfenych nadorti zahrnovalo:
1) svétlobunéény renalni karcinom - ccRCC (celkem 93 ptipadi)
2) papilarni rendlni karcinom — papRCC (celkem 17 ptipadli)
3) chromofobni renélni karcinom — chRCC (celkem 11 ptipadi)
4) renélni onkocytom - RO (celkem 9 ptipadit)

3.1.1.4. Karcinomy prostaty
Celkem bylo vySetteno 101 ptipadi acindrniho adenokarcinomu prostaty.

3.1.2. Nenadorova tkan

Pro potteby imunohistochemickych ¢i molekularné genetickych vysetfeni jsme dale
vySetfili celkem 257 vzorkil zahrnujicich normalni tkdn a nenadorové léze. Tyto vzorky
zahrnovaly:
1) 87 vzorkl nenadorové tkané tlustého stteva (pro molekuldrné genetické analyzy)
2) 42 vzorkl nenddorové tkané¢ ledviny (pro molekularné genetické analyzy)
3) 18 vzorki benigni hyperplazie prostaty (pro imunohistochemické vysetieni a molekularné
genetické analyzy)
4) 61 vzorkli nenadorové tkané€ ovaria (pro molekularné genetické analyzy)
5) 49 vzorkl nenadorové tkdné prostaty (pro molekularn€ genetické analyzy)



3.2. Imunohistochemické vySetreni

IHC analyzy byly provedeny na celotkanovych fezech ¢i TMA s vyuzitim standardnich
ezl z FFPE blokt o tloust’ce 4 um, které byly nabarveny krali¢i polyklonalni protilatkou proti
HNF1B (fedéni 1:500, produktové ¢islo HPA002083, Sigma-Aldrich, Prestige Antibodies, St.
Louis, Spojené staty americké) pomoci automatizované¢ho barviciho pfistroje Ventana
BenchMark ULTRA (Roche, Basilej, Svycarsko). Detekce primarni protilatky byla
vizualizovéana prostiednictvim IHC detekcniho kitu OptiView DAB (Ventana, Roche). Pouze
jaderné zbarveni bylo hodnoceno jako pozitivni. Vysledky imunohistochemické analyzy byly
hodnoceny na trovni celkového procenta pozitivnich bunék (v rozmezi 0 — 100 %) a zaroveni
také semikvantitativné, s vyuzitim hodnoceni prostfednictvim H-skore (Specht et al. 2015).

3.3 Biostatistické analyzy

VSechny statistické analyzy byly provedeny s vyuZitim softwaru Statistica (StatSoft,
Inc., Tulsa, Oklahoma, Spojené staty americké). Ovétreni normality dat bylo provedeno pomoci
Shapiro-Wilkova testu. Vzhledem k nenormalni distribuci dat byly pro dalsi analyzy zvoleny
neparametrické metody testovani. Jednotlivé provedené testy zahrnuji neparametricky ANOVA
test, Mann-Whitney U-test, Kruskal-Wallis H-test, Pearsontiv chi-kvadrat test, Fishertiv exaktni
test a Pearsonuv korelacni koeficient. Pro vypocet analyzy pteziti byly pouzity neparametrické
metody odhadu funkce pteziti, konkrétné Kaplan-Meiertiv model s implementovanym log-rank
testem. VSechny testy byly oboustranné a za signifikantni byly povazovany hodnoty p < 0.05.

3.4. Molekulirné biologické analyzy

Provedené molekuldrné biologické analyzy zahrnovaly:

1. mutacni analyzu vSech koédujicich oblasti HNF1B (exony 1 — 9, RefSeq NM_000458.2)
s ptilehlymi intronovymi sekvencemi (15 para bazi, bp) a hlubokymi intronovymi
sekvencemi obsahujicimi vybrané jednonukleotidové polymorfismy (rs7527210 a
154430796 v ptipad¢ nadorii tlustého stfeva, ledvin a prostaty, které byly v ptipadé
karcinomu ovaria doplnény jesté o rs7405776)

2. epigenetickou analyzu metylace CpG ostrivkl v oblasti HNFIB promotoru

Za ucelem provedeni HNFIB muta¢ni analyzy byla vyuZita bud’ ndmi navrZena dvou
krokova polymerdzova fetézova reakce (PCR) a amplikonové sekvenovani nové generace
(NGS), nebo panelova NGS (v zavislosti na dostupném materidlu, na kterém byly analyzy
provedeny).

3.4.1. Izolace nukleovych kyselin a kontrola kvality

V ptipad¢ pouziti FT vzorkli byly analyzované tkané€ nejprve rozmrazeny. Nasledné
bylo 10 — 30 mg dané tkdn¢ homogenizovano a vyuzito k izolaci DNA. V ptipadé vyuziti
tkanovych tezi z archivnich FFPE blockli byla DNA ziskana z5 — 10 tkanovych fezl (o
tlouStce 4 — 5 um) a izolovana s vyuzitim automatického izolatoru MagCore® nucleic Acid
Extractor, pomoci MagCore Genomic DNA FFPE One-step kitu, Ref MGF-03 (RBC
Bioscience). Vysledna izolovana DNA byla poté kvantifikovana, podrobena kontrole kvality
amplifika¢ni ucinnosti a pouze ty vzorky, které dosahly pozadovanych kritérii kvality (Cp < 35
na 180 bp produktu amplifikace) byly vyuzity pro dalsi analyzy.

3.4.2. Priprava amplikonového NGS a sekvenace

Za ucelem provedeni nami navrZzené dvou krokové amplikonové PCR bylo sestaveno
15 part primert s univerzalnimi adaptorovymi sekvencemi. Po dokonceni obou PCR kroki
byla stanovena koncentrace vyslednych PCR produktt s vyuzitim Qubit fluorimetru (Thermo
Fisher) a tyto produkty byly ekvimolarn¢ smichany do jedné sekvenacni knihovny. Vysledna
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amplikonova knihovna byla poté sekvenovana pomoci MiSeq 300 cycles v2 kitu nebo NextSeq
300 cycles mid output kitu v2.5 spolecné s dal§imi (panelovymi) knihovnami za uc¢elem zvyseni
sekvenacni heterogenity.

3.4.3. Priprava panelové NGS a sekvenace

Tato metoda byla vyuzita pro DNA ziskanou z FFPE tkanovych blokl o nizsi kvalité a
je zalozend na principu obohaceni prostiednictvim vychytavani cilovych oblasti pomoci
hybridiza¢nich sond. Cilové genové sekvence byly obohaceny s vyuzitim panelu na zakazku
zhotovenych SeqCap hybridizac¢nich sond proti vicecCetnym ciliim (257kbp panel cilovych genii,
NimbleGen, Roche). Samotnd sekvenace byla provedena dle postupu detailné¢ popsaného

vvvvvv

3.4.4. Biostatisticka analyza ziskanych NGS dat

Zakladni nezpracovana data ziskana z amplikonového a panelového sekvenovani byla
demultiplexovéna, prevedena do .fastq formatu a dale analyzovana za pomoci NextGEN
(Softgenetics) softwaru s vyuzitim stejného zakladniho postupu, ktery jsme popsali diive
(Ticha et al. 2019). Pro potieby mapovéni cteni byl pouzit genom GRCh37 a referen¢ni
transkript NM_000458.2. Identifikované varianty byly manualné prozkoumany pomoci IGV
prohlize¢e (Broad Institute) za uCelem eliminace faleSné pozitivnich variant, a nasledné
prioritizovany v zavislosti na vlivu identifikované mutace. Pouze varianty tfidy 3 (varianta
neznamého vyznamu), 4 (varianta pravdépodobné patogenni) a 5 (varianta patogenni) jsou
uvedeny ve vysledcich nize.

3.4.5. Analyza metylace HNF1B promotoru

Prvnim krokem v ramci analyzy metylace byla bisulfitova konverze DNA. Metylované
1 nemetylované alely podstoupily PCR amplifikaci s vyuZitim primert, jeZ byly navrZeny
prostiednictvim Methprimer softwaru. Nasledovala PCR amplifikace promotorové oblasti
HNFIB, ktera obsahuje také CpG ostrivek chr17:36105517-36105518, GRCh37, jehoz
metylace je v literatufe spojena se sniZzenou expresi HNF1B (Shen et al. 2013). Po dokonceni
amplifikace byla provedena analyza kiivek tani (melting curve analysis) s pouZitim nastroje
LightCycler 480 II (Roche). Jednotlivé kiivky tani analyzovanych vzorka byly analyzovany
pomoci LightCycler 480 II Softwaru a poté porovndny s kiivkami tani kontrolnich smési
(Wojdacz et al. 2008).

3.4.6. Analyza mikrosatelitové instability

Fragmentacni analyza mikrosatelitové instability byla doplnéna u skupiny
kolorektalnich karcinomti v ptipadech, kde bylo k dispozici dostatecné mnozstvi nadorové
tkan€é. Analyza byla provedena pomoci analyzéru ABI 3500 (ThermoFisher) s vyuzitim
nasledujiciho souboru péti kvasimonomorfnich mononukleotidovych mikrosatelitovych
markerti: BAT-26, BAT-25, NR-21, NR-22, a NR-24 (Suraweera et al. 2002).

3.4.7. Shromazdéni a analyza dat z The Cancer Genome Atlas databaze

V ramci vicetroviiové komplexni analyzy HNF1B jsme v relevantnich piipadech
provedli také srovnani naSich vysledkt s daty ziskanymi z TCGA databaze. TCGA data byla
stazena prostiednictvim cBioPortal (www.cbioportal.org; TCGA) a zahrnovala piedevsim
udaje o metyla¢nim stavu CpG ostriivk, ale také o expresi HNF1B na trovni mRNA, a také
vybrana klinicko-patologicka data jednotlivych nadort (rasa, T/N/M stadium, klinické staddium
onemocnéni, histologicky typ tumoru, grade tumoru, lokalita tumoru).
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4. VYSLEDKY

4.1. Nadory tlustého stieva
4.1.1. Imunohistochemické vySeti‘eni a biostatistické analyzy

Vsechny (n = 40) adenomy byly difuzné pievazné silné HNF1B pozitivni. Skupina
adenomtl dosahovala ve srovnani s karcinomy vyznamné vyssiho rozsahu pozitivni exprese a
vysSich hodnot intenzity barveni. Hodnoty H-skore se statisticky vyznamné neliSily mezi
skupinou adenomii s HG a LG dysplastickymi zm&nami. Zadné z vySetienych klinicko-
patologickych charakteristik nevykazovaly u adenomu statisticky vyznamnou souvislost
s expresi HNF1B.

U karcinomt tlustého stieva byla snizend exprese statisticky vyznamné asociovana s
recidivou. SniZena exprese HNF1B byla také spojend s horsi prognézou a krat§im DFS. Zadné
z ostatnich charakteristik s expresi HNF1B vyznamné nekorelovaly.

Obdobné¢ analyzy byly provedeny i na souboru dat kolorektalnich karcinomi ziskanych
z TCGA. Statistického vyznamu doséhl pouze vztah mezi expresi HNF1B a histologickym
typem karcinomt, kdy mucinézni karcinomy vykazovaly vyrazné nizsi expresi HNF1B na
mRNA Urovni nez non-mucin6zni karcinomy (p = 0.022).

4.1.2. Muta¢ni analyza

V zadném z vySetfovanych adenomut nebyly identifikovany varianty tridy 3-5. U
kolorektalnich karcinomt byly identifikovany celkem 3 somatick¢é mutace HNFIB - dvé
frameshift a jedna nonsense: c¢.149delC, p.P50LfsTer75 (VAF 38.45 %); c¢.1006delC,
p.H336TfsTer40 (VAF 34.88 %) a c.554C > T, p.Q182X (VAF 26.79 %).

Hodnoceni vlivu SNP rs4430796 a rs7527210 ukézalo, ze v ptipadé SNP rs4430796
bylo pozorovéano vyznamné delSi DFS u pacientli s genotypem AA, nez u pacientil s genotypem
GA a GG. Pro SNP rs7527210 nebyl prokazan statisticky vyznamny vliv na pfeZiti.

4.1.3. Metyla¢ni analyza

U adenomil byla metylace promotoru zaznamenana u 1/21 (4.7 %) ptipadd. V souboru
karcinomt bylo metylovanych 3/72 (4.2 %) ptipadi. Ve dvou ptipadech se jednalo o nizky
stupent metylace, zatimco v poslednim pfipadé dosahla metylace stiedni urovné.

Analyta dat z TCGA ukazala, Ze statisticky signifikantni vztah s expresi HNF1B (na
urovni mRNA) byl pozorovan ve skupiné mucinéznich karcinomi, kde byla exprese HNF1B
vyznamné niz$i.

4.1.4. Analyza mikrosatelitové instability

Vysledky této analyzy ukazaly, Ze 83/103 karcinomi spadalo do skupiny MSS a 20/103
karcinomi do skupiny MSI-high. Biostaticka analyza neprokazala Zadnou statisticky
vyznamnou asociaci mezi expresi HNF1B a témito dvéma (MSS versus MSI-high) skupinami.

4.2. Karcinomy ovaria
4.2.1. Imunohistochemické vySetieni a biostatistické analyzy

Jadernd THC exprese HNF1B byla obecné velmi nizka - pozitivita HNF1B byla
pozorovana pouze u 28 piipadi (H-skoére primér: 21.8; H-skore median: 0). VysSi exprese
HNF1B byla pozitivné asociovana s lymfovaskularni invazi. Analyzy pieziti v zavislosti na
expresi HNF1B nenalezly zadny statisticky vyznamny vztah.

4.2.2. Mutac¢ni analyza

U jednoho z analyzovanych ptipadd [1/61 (1.6 %)] byla identifikovana somaticka
nonsense mutace NM_000458.2: ¢.1063C>T, p.(Q355X). Tento ptipad byl zcela negativni
v imunohistochemickém prikazu HNF1B (H-skore: 0).
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Z4dny z analyzovanych SNP (rs4430796, rs7527210, rs7405776) nebyl signifikantné
asociovany s IHC expresi HNFIB ¢i s metylaci promotoru HNFIB.

4.2.3. Metyla¢ni analyza

Metylace promotoru HNFIB byla detekovana u 26/67 (38.8 %) ptipadi. Metylacni
status nebyl vyznamné asociovany se zddnym ze sledovanych klinicko-patologickych
parametrii. U souboru karcinomt z TCGA byla metylace promotoru HNFIB zaznamenana u
315/569 (55 %) ptipadi.

4.3. Nadory ledvin
4.3.1. Imunohistochemické vySeti‘eni a biostatistické analyzy

Mezi vSemi ¢tyfmi skupinami studovanych nadort byly vyznamné rozdily v rozsahu a
intenzité¢ IHC exprese HNF1B. Ve skupiné ccRCC, papRCC a RO vykazovaly prakticky
vSechny ptipady uréitou urovein homogenni, jaderné pozitivity HNF1B, zatimco téméf vSechny
nadory ze skupiny chRCC byly zcela negativni. Statisticky vyznamné rozdily byly
zaznamenany mezi skupinou chRCC a ccRCC a také mezi skupinou chRCC a papRCC.

U skupiny ccRCC niZz8i exprese HNF1B korelovala s vy$§im gradem néadoru.

4.3.2. Muta¢ni analyza
V zadném z analyzovanych piipadi nebyly identifikovany varianty tfidy 3 — 5. Mezi
expresi HNF1B a SNP rs4430796 a rs7527210 nebyl pozorovan vyznamny vztah.

4.3.3. Metylaé¢ni analyza

Metylace promotoru byla identifikovana u 2/39 ccRCC (5.1 %) a 1/9 (11.1 %) RO. U
souboru nadorti z TCGA byla metylace zaznamenana u 2/480 ccRCC, 1/321 papRCC a 0/66
chRCC.

4.4. Nadorové a nenadorové 1éze prostaty
4.4.1. Imunohistochemické vySetieni a biostatistické analyzy
U karcinomu prostaty (PC) se hodnoty H-skore pohybovaly v rozmezi 0 — 160, pti¢emz
primémé H-skore bylo 19.5. Obdobné nizkd exprese HNFIB byla zaznamendna i u
adenomyomato6zni hyperplazie (AH). Mezi expresi u PC a AH nebyl statisticky vyznamny
rozdil. Exprese HNF1B nebyla asociovana se Zadnym ze sledovanych parametra.
Biochemicka recidiva byla zaznamenana u 15/90 (16.6 %) pacientid s dostupnym
klinickym follow-up. V univariatnim modelu byla biochemicka recidiva statisticky vyznamné
spojend s predoperacnimi hodnotami PSA, pozitivnimi resek¢nimi okraji, Gleasonovym skore
a s pfitomnosti lymfovaskularni invaze. V multivariatnim modelu si vyznamnost zachovaly
piedoperacni hodnoty PSA a pozitivita resekénich okraji. Pro expresi HNF1B se zadny vztah
s biochemickou recidivou nepotvrdil.

4.4.2. Mutacni analyza

V jednom z analyzovanych PC (1/77, 1.3 %) byla identifikovana dosud nepopsana
somatickd mutace genu HNFIB nejist¢tho vyznamu NM_000458.2: ¢.232G > C, p.E78Q,
frekvence mutantni alely = 6.4 %. V datech z TCGA byla identifikovana pouze jedna missense
mutace v genu HNFIB (NM_00458.4: ¢.853G > A, p.G285S), kterd je v databazi ClinVar
popisovana jako pravdépodobné patogenni.

Frekvence homozygott rs4430796 GG (15.1 % PC; 14.3 % AH), AA (24.5 % PC; 21.4 %
AH) a heterozygotii AG (60.4 % PC; 64.3 % AH) byly u obou skupin 1ézi obdobné, stejné jako
celkova frekvence alel G/A (A: 53.2 %; G: 46.8 %), coz je v souladu s obecnymi popula¢nimi
daty ziskanymi z databaze 1000Genomes (A: 55.4 %, G: 44.6 %).

13



4.2.3. Metylacni analyza

Metylace promotoru byla zaznamenéna u 29/53 (55 %) PC a 1/16 (6 %) AH, a byla tak
mnohem ¢astéj$i u PC nezu AH (p < 0.001). Mezi metylaci promotoru a expresi HNF1B nebyl
potvrzen zadny statisticky vyznamny vztah. Metylace promotoru HNFIB byla vyznamné
asociovand s karcinomy vyssiho T stadia (T3 + T4) v porovnani s karcinomy nizsiho stadia (T1
+ T2). Vyssi exprese HNF1B byla spojend s vys$sim Gleasonovym skore (intermediarni a high
grade).

U souboru PC ziskaného z TCGA byla metylace promotoru zaznamenana u 47 %
piipadi. Metylované piipady (n = 231) vykazovaly vyrazn€ nizsi expresi mRNA HNF1B nez
ty nemetylované (n = 260, p < 0.001). Exprese HNF1B na mRNA urovni byla také vyznamné
asociovand s Gleasonovym skore, kdy byly snizené hladiny exprese spojené s vyssim skore.

14



S. DISKUZE

V souvislosti s ontogenetickym vyznamem HNF 1B je v posledni dob¢ diskutovan i jeho
mozny vyznam z hlediska vzniku, progrese a potencidlné¢ také chemorezistence urcitych
nadorovych onemocnéni. Mezi nadory, které¢ jsou nejvice spojovany s ucasti HNF1B, patii
zejména karcinomy se svétlobunéénym fenotypem (ccRCC, OCCC), vzhledem k tomu, Ze vice
nez 90 % z téchto nadorh vykazuje silnou IHC HNF1B pozitivitu (Senkel et al. 2005; Kobel et
al. 2009; Buchner et al. 2010; Cuff ef al. 2013; Amano et al. 2015; Nemejcova et al. 2016).

V této praci jsme provedli komplexni retrospektivni analyzu vlivu a role, kterou HNF1B
hraje u vybranych nddorovych a nenadorovych 1ézi, zejména s ohledem na expresi HNF1B,
jeho genetickych a epigenetickych zmén a mozného vyuziti HNF1B jako markeru
v diferencialni diagnostice ¢i jako prognostického a prediktivniho markeru.

Imunohistochemické analyza HNF1B ve skupiné 1ézi tlustého stieva potvrdila silnou,
difazni pozitivitu HNF1B v normalni nenadorové sliznici tlustého stieva. Tento néalez neni
prekvapivy, vzhledem k tomu, ze HNF1B se vyznamnym zptisobem podili na embryologické
diferenciaci visceralniho endodermu, a tim padem hraje roli i ve vyvoji epitelii tlustého stfeva
(zejména v ramci jejich terminalni diferenciace) (Suaud ef al. 1997). Silna difuzni pozitivita
HNF1B byla na naS§em souboru pozorovana také u adenomu tlustého stieva (s low 1 high grade
dysplastickymi zménami). Pii porovnani exprese HNF1B u adenomi a karcinomu byla IHC
pozitivita HNF1B pozitivné asociovand s diagndézou benigniho nadoru, coZ naznacuje, Ze
v pripad¢ 1ézi tlustého stieva by HNF1B mohl hrat roli tumorsupresoru a mit tak protektivni
vliv.

Snizend exprese HNF1B u kolorektalnich karcinomt byla statisticky vyznamné
asociovana s rekurenci, nepfiznivou prognozou a s krat§im DFS. Tento vliv HNF1B v kontextu
kolorektalniho karcinomu by mohl souviset s n€kterymi zakladnimi biologickymi funkcemi
HNF1B, ktery se vyznamné podili na regulaci procesu chemotaxe a cadherinem
zprostiedkované adheze ke slozkam extracelularni matrix. To vedlo k zavéru, Ze HNF1B by
mohl pracovat jako kontrolni spinac, ktery u normalnich nenddorovych tkani za spravnych
okolnosti brani procesu epitelo-mezenchymalni tranzice (Ross-Adams et al. 2016). Snizena
exprese HNFIB pozorovand u lokaln€ pokrocilejSich kolorektalnich karcinomi a u
rekurentniho onemocnéni by tedy mohla byt zpiisobena invazivnéjSim fenotypem téchto
malignich nadort, ktery je spojeny s poklesem ¢i ztratou funkéniho vlivu HNF1B.

Co se tyce casti prace vénované nadorim ledvin, vysledky nasi IHC analyzy exprese
HNF1B ukézaly, Ze se exprese mezi jednotlivymi typy nadorit vyznamné lisi.

Nejnizsi exprese HNF1B byla pozorovéana u skupiny chRCC, kde se jednalo bud’ o
vyrazné slabou expresi, nebo Castéji o zcela chybéjici expresi. Nase vysledky jsou v souladu
s ndlezy publikovanymi Szponarem et al., ktefi u jejich souboru 21 chRCC nepozorovali viibec
zadnou jadernou pozitivitu HNF1B (Szponar et al. 2011). Obdobné vysledky byly popséany 1
v jiné studii, kde u skupiny 18 chRCC autoti uvadi vyznamné sniZzenou expresi HNF1B u 16/18
(89 %) ptipada (Wang et al. 2013). V kontextu chRCC by tak HNF1B mohl mit
tumorsupresorovy vliv.

Nejvyssi hodnoty exprese HNF1B jsme zaznamenali u skupiny papilarnich renalnich
karcinomti, které byly té€sné ndsledovany skupinou svétlobunécnych rendlnich karcinomt.
Papilarni rendlni karcinomy jsou na molekularné genetické urovni charakterizované
specifickymi trisomiemi a tetrasomiemi tykajicimi se zejména chromozomu 7 a 17, kdy jsou
s patogenezi papRCC spojované predevsim alterace zde lokalizovanych gentt MET (7q31) a
HNFIB. Ty jsou spojené s konstitutivni overexpresi HNF1B, jez dale podporuje proliferaci
bunék s opozdénou ¢i zcela pozastavenou diferenciaci, coz by mohlo piedstavovat jeden ze
zakladnich krokii v postupné progresi vzniku papRCC (Szponar et al. 2011; Banyai et al. 2018).
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Nase vysledky ukazaly, ze vSech 17 piipadi papRCC vykazovalo urcitou urovein HNF1B
exprese, pricemz ve vétsiné piipadd byla exprese silna. Variabilni tirovent HNF1B pozitivity
byla také popsana Szponarem et al., ktefi pozorovali silnou jadernou pozitivitu HNF1B u 38/67
(57 %) papRCC a také Banyiaem et al., ktefi detekovali stfedné silnou pozitivitu HNF1B u
47/76 (62 %) papRCC (Szponar et al. 2011; Banyai et al. 2018). Vzhledem k literarnim tidajim,
které¢ popisuji konzistentni silnou IHC expresi HNF1B u adultnich nadorti embryonalniho
puvodu (papRCC, ale také mucindzni tubularni vietenobunéény karcinom a metanefricky
adenom) by tato overexprese HNF1B mohla predstavovat jeden z hnacich mechanismii vzniku
papRCC. HNF1B by tak u papRCC mohl mit roli protoonkogenu.

Na rozdil od papRCC je v piipadé ccRCC plvod nadoru pfipisovan epitelidlnim
bunkam, jez vystylaji proximalni tubuly nefronu. V nasi skupiné ccRCC jsme pozorovali
rozdilnou uroven jaderné exprese HNF1B u téméf vSech analyzovanych ptipadi, coz je
v souladu s hypotézou, Ze v porovndni s nenddorovym rendlnim parenchymem je exprese
HNF1B u tohoto nadoru sice zachovala, ale variabiln¢€ oslabend (Yu et al. 2015a). Zachovala
exprese je také popisovana Wangem et al., ktefi ji v jejich studii pozorovali u 23/24 (96 %)
ccRCC (Wang et al. 2013). V rozporu s témito nalezy je prace Szponara et al., ktefi u jejich
skupiny 98 ccRCC pozorovali jen ojedinélou jadernou pozitivitu HNF1B u nékolika piipada
[7/98 (7 %)] (Szponar et al. 2011). V nasi praci exprese HNF1B u ccRCC vyznamné korelovala
s gradem néadoru (niz8i hodnoty exprese byly spojené s vysSim gradem).

Asociaci mezi snizenou expresi HNF1B a malignim potenciadlem ccRCC se zabyvali
také Buchner et al., ktefi zkoumali expresi HNF1B na urovni mRNA u metastdz ccRCC
(Buchner et al. 2010). Vysledkem prace bylo zjisténi, ze downregulace HNF1B byla vyznamné
spojena s progresi nddoru a se Spatnou prognozou, coz znaci, Ze HNF1B by mohl byt uzitecnym
prognostickym faktorem pfi stratifikaci pacientli s ccRCC. V tomto kontextu by tedy role
HNF1B u ¢cRCC mohla spocivat ve funkci tumorsupresoru. V piipad€ ccRCC je v posledni
dob¢ diskutovan nejen vyznam HNFIB jako potencidlniho prognostického faktoru, ale takeé
jeho mozné vyuziti na poli terapie. Zda se totiz, Ze HNF1B se na patogenezi ccRCC podili
zejména prostiednictvim své inaktivace. Je tedy mozné, Ze reaktivace HNF1B a jeho signalni
funkce by tim padem mohla vést k obnoveni dysfunkéni transkripéni sit€ (Buchner ef al. 2010).

Z hlediska mozného vyuziti HNF1B v rutinni diagnostické praxi ma dilezity vyznam
zejména rozdil mezi expresi HNFIB u skupiny chRCC a RO, nebot’ RO se mlze napadné
podobat eosinofilnimu podtypu chRCC a rozliSeni mezi t¢mito dvéma nadory muze byt
v ne¢kterych ptipadech obtizné (von Brandenstein et al. 2018). Vzhledem k tomu, Ze biologicka
povaha téchto dvou nadori je zasadné odlisna, je spravna diagnoza nezbytné nutna pro spravny
pooperacni postup a pro prognézu pacienta. Nase vysledky IHC exprese HNF1B u téchto dvou
skupin nadorti po provedeni post-hoc testi nicméné nedosahly statistické vyznamnosti.
V soucasné dobé¢ tedy stale nebyl indentifikovan jednoznacny a spolehlivy IHC marker vhodny
pro odliseni chRCC a RO.

Dalsi skupinou nadort, u které jsme analyzovali expresi HNF1B, byl high grade ser6zni
karcinom ovéria. V oblasti zenského genitalu se vétSina publikovanych studii zamétenych na
problematiku HNF1B soustiedi piedev§sim na OCCC, ackoliv exprese HNF1B byla popsana 1
u dalSich typt karcinomt ovéria, véetné HGSC (Tomassetti et al. 2008; Kalloger ef al. 2011).
Ackoliv je HGSC pomérné dobfe morfologicky definovanou jednotkou s typickymi
diagnostickymi znaky, ¢ast téchto karcinomil v n¢kterych ptipadech vykazuje svétlobunéénou
pfeménu bunék a napodobuje tak OCCC. Vzhledem k této podobnosti zdména téchto dvou
nadorl patfi mezi mozna diagnostickd pochybeni. Spravné rozliSeni mezi témito nadory je
pfitom pro pacientky naprosto zasadni, protoze OCCC na rozdil od HGSC obvykle Spatné
odpovida na standartni chemoterapeuticky rezim zaloZeny na platinovych derivatech a obecné
neni indikovan pro 1écbu PARP inhibitory.
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S ohledem na diferencialni diagnostiku tedy jiz existuje celd fada studii, kterd se
zabyvala odlisnou expresi HNF1B u OCCC a HGSC (Kato ef al. 2006; Yamamoto et al. 2007,
Kobel et al. 2009; Li et al. 2014; Huang et al. 2016). Jejich vysledky ukazaly, Ze zatimco pro
OCCC je typicka silna, difazni pozitivita HNFIB, u HGSC je exprese HNF1B bud’ zcela
negativni, nebo jen fokalni a slaba. Overexprese HNFIB se tak zacala vyuzivat v rutinni
diagnostické praxi jako vysoce specificky marker OCCC, ktery dosahuje az 96.2% senzitivity
a 95% specificity (Kao et al. 2012).

Analyza THC exprese HNF1B u naseho souboru 122 HGSC prokézala obecné velmi
nizkou expresi. Ackoliv jsou tyto vysledky v souladu s dosud publikovanymi daty, ktera
zaznamenané pozitivity. Huang et al. nalezli pozitivitu HNF1B u 1/35 (2.9 %) ptipadi, Kao et
al. u 3/60 (5 %) ptipadi, Kobel et al. u 4.8 % piipadl a Li et al. popisuji expresi HNF1B u 4/30
(13.3 %) ptipadi (Kobel et al. 2009; Kao ef al. 2012; Li et al. 2014; Huang et al. 2016).
Vysvétlenim pro tuto pomérné niz$i uddvanou pozitivitu v porovnani s nasimi vysledky by
mohly byt naptiklad rozdily v metodice ¢i pouziti jiného postupu pro hodnoceni exprese.

Ve skupiné HGSC byla pozorovanad vyznamna asociace mezi vys$Simi hodnotami
exprese (H-skore) a lymfovaskularni invazi. Tento vysledek podporuje zavér jinych autori,
kteti uvadi, ze HNF1B by se mohl podilet na indukci epitelo-mezenchymalni tranzice a ziskani
invazivnich vlastnosti, které jsou kli¢ové pro invazivni chovani naddoru a proces metastazovani
(Chaffer et al. 2016; Matsui et al. 2016).

Velmi dilezitym aspektem potencialniho vyznamu HNF1B exprese by mohla byt
moznost jeho terapeutického vyuziti. Roli HNF1B v nddorovém metabolismu se extenzivné
zabyvali Okamoto et al., ktefi uvadi, ze HNF1B funguje jako silny supresivni regulator bunécné
proliferace (Okamoto et al. 2015). Supresivni vliv HNF1B na proliferaci nadorovych bunék je
zaroven doprovazeny posunem jejich metabolismu k preferencnimu vyuZiti anaerobni
glykolyzy, coZ je mechanismus, ktery velmi dobfe splituje metabolické naroky nadorovych
bunék na rychlou proliferaci (Tsuchiya et al. 2003; Amano et al. 2015; Okamoto et al. 2015).
Tyto vysledky by mohly naznacovat, Ze overexprese HNF1B u OCCC neni zodpovédna za
zajisténi zvySené proliferace (jak je patrné u HGSC, jeZ roste rapidné, ale overexpresi HNF1B
vykazuje jen vzacné), ale pravdépodobné k ni dochazi za ucelem ochrany nadorovych bunck a
endometroidniho karcinomu) casto vznikd v extrémné metabolicky stresujicim prostiedi
endometridzy a endometroidnich cyst, které je bohaté na volné kyslikové radikaly, jez
predstavuji vyznamny stresovy faktor (Komiyama et al. 2006; Cuff & Longacre 2012; Kondi-
Pafiti et al. 2012; Ishibashi ef al. 2017; Ayhan et al. 2019; Bas-Esteve ef al. 2019). Role HNF1B
by tak mohla spocivat v potlaceni stresovych stimuld, které pisobi na nadorové bunky, ¢imz
Jjim napomahé k dlouhodobému ptezivani.

SniZena exprese HNF1B by tak mohla souviset s chybé&jicim protektivnim vlivem
HNF1B nutnym pro ochranu nadorovych buné€k proti stresoriim zevniho prostfedi. HNF1B by
se tedy mohl pfimo v rdmci terapie prostiednictvim znovunastoleni jeho exprese, coz by mu
umoznilo uplatnit jeho inhibi¢ni funkci na proliferaci bun¢k. Vynucend exprese HNF1B u
bunécné linie serdzniho karcinomu ovaria totiz vedla ve studii Okamoty et al. ke zpomaleni
rastu bun¢k a potlacené glykolytické aktivité (Okamoto ef al. 2015).

V naSem souboru 1ézi prostaty byla exprese HNFIB velmi nizkd jak u
adenomyomato6zni hyperplazie, tak u karcinomu prostaty. V literatufe se zatim objevuje pouze
jedna studie zamétend na IHC hodnoceni exprese HNF1B u PC (Debiais-Delpech et al. 2014).
Jeji autofi analyzovali expresi HNF 1B v souvislosti s progresi nddoru a agresivitou onemocnéni.
Vysledky jejich prace ukazaly, Ze pozitivni exprese HNF1B byla vyrazn€ zvysena u karcinomu
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prostaty rezistentniho ke kastraci a metastaz PC, v porovnani s nizkymi hodnotami exprese
zaznamenanymi u klinicky lokalizovaného karcinomu.

Expresi HNF1B hodnocenou imunohistochemicky se také zabyvali autofi Dan et al.,
ktefti ji hodnotili u my$iho modelu acinarniho adenokarcinomu prostaty (Dan et al. 2019). Mysi
s karcinomem prostaty v pokroc¢ilém stadiu vykazovaly v jejich studii snizenou expresi HNF1B.
Jejich vysledky tak potvrzuji, ze béhem vzniku a progrese PC dochazi ke ztraté¢ ptivodni
tumorsupresorové funkce HNFI1B. Obdobny zavér je popisovany i1 v dalsi praci, ktera se
zabyvala vlivem HNF1B na proliferaci nddorovych bun¢k (Lu et al. 2020). Jejich prace tak
piedklada nové dikazy o tom, ze HNF1B se u karcinomu prostaty pravdépodobné uplatiiuje
jako tumorsupresorovy gen. Tato hypotéza je také potvrzena nasimi vysledky IHC analyz, které
ukazaly, ze exprese HNF1B je u PC vyrazné snizena.

Krom¢ charakteristiky exprese HNFIB na imunohistochemické Urovni a jejiho
vyznamu jsme se zabyvali také identifikaci moznych genetickych alteraci genu HNFIB.
Problematika somatickych ¢i germinalnich mutaci HNF/B u malignich nédort je v literatute
(na rozdil od mutaci spojovanych svrozenymi malformacemi urogenitalniho a
pankreatobilidrniho systému) popisovdna extrémné vzacné.

Zatimco v nasi skupin¢ adenomt tlustého stieva nebyly identifikovany zadné mutace,
ve skupiné kolorektalnich karcinomi odhalila muta¢ni analyza 3 inaktiva¢ni somatické mutace.
Pfitomnost a vliv mutaci HNFIB na malignity kolorektalni oblasti nebyla dosud zkoumana.
V soucasné dob¢ tedy stale neni zcela jasné, jaky vliv by mohly mit mutace genu HNF'IB na
kolorektalni karcinogenezi, ackoliv jsou préce, které naznacuji, ze HNF1A by se mohl podilet
na vzniku MSI-high kolorektalniho karcinomu (Laurent-Puig et al. 2003).

V na$i skupin¢ nadorti ledvin muta¢ni analyza neodhalila pfitomnost zadnych
somatickych ¢i germindlnich variant tfidy 3-5 v genu HNFIB. Tento vysledek je v souladu
s literd&rnimi daty, kterd ukazuji, Zze o somatickych mutacich HNFIB a jejich vyznamu
v karcinogenezi je prozatim znamo velmi malo. Vyjimku pfedstavuji necetné kazuistiky
(Lebrun et al. 2005; Rebouissou et al. 2005) které¢ zminuji, Zze vyvojové malformace ledvin
spojené s mutacemi v HNF'IB jsou také asociované s predispozici pro vznik chRCC (Wang et
al. 2013).

V casti vénované HGSC ovéria jsme identifikovali jednu dosud nepopsanou somatickou
nonsense variantu. Z téchto vysledka vyplyva, ze exprese HNF1B u HGSC je pravdépodobné
regulovana bud’ prostfednictvim hypermetylace promotoru, nebo vlivem jinych regulacnich
mechanismi ovlivigjicich aktivaci transkripce, spiSe nez prosttednictvim mutaci v kodujicich
sekvencich HNF'1B ¢i posttransla¢nich modifikaci genové exprese.

Mutace genu HNFIB byly velmi sporadickym nalezem také u skupiny karcinomt
prostaty, kde jsme zaznamenali pouze jednu somatickou aberaci (klasifikovanou jako variantu
nejistého vyznamu). U karcinomu prostaty tedy pravdépodobné neni inaktivace funkce HNF1B
zprostfedkovana genovymi mutacemi.

Mnohem vice prostoru, nez v piipadé mutaci, je v literatufe vénovdno zmeénam
v nekddujicich intronovych sekvencich HNF1B. Specifické jednonukleotidové polymorfismy
HNFIB jiz byly asociovany se zvySenym rizikem vzniku né€kolika riznych nadori, zejména
karcinomtl endometria, prostaty a ovaria (Sun et al. 2008; Shen ef al. 2013; Painter et al. 2015;
Ross-Adams et al. 2016), ale 1 karcinomu plic (Sun et al. 2011).

Na zéklad€ celogenomovych asociacnich studii (genome-wide association studies,
GWAS) bylo identifikovano nékolik konkrétnich SNP HNF'IB, pro které se popisuje asociace
s rizikem vzniku riznych karcinomu. Jednd se zejména o rs447096, rs7527210 a nékolik
dalSich SNP, studovanych zejména v souvislosti s karcinomem prostaty (rs1016990, rs7501939,
1511649743, rs7405696, 154794758 a rs3094509) (Harries et al. 2010; Berndt ef al. 2011; Kim
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et al. 2011). V nasi praci jsme se vénovali analyze dvou vybranych nejcastéji popisovanych
SNP (1rs4430796 a rs7527210) s ohledem na stanoveni vztahu mezi témito specifickymi
intronovymi sekvencemi a prognozou studovanych malignich nadort.

U skupiny kolorektalnich karcinomtl v naSem souboru nebyl v ptipadé¢ SNP rs7527210
zaznamenan zadny vyznamny vztah mezi timto SNP a monitorovanymi parametry pieziti.
V literatute je rs7527210 diskutovan zejména v souvislosti s karcinomem ovaria a prostaty
(Ross-Adams et al. 2016), pro kolorektalni karcinom zde nejsou dostupna srovnatelna data.
V ptipadé rs447096 jsme pozorovali vyznamné rozdily v odhadovaném DFS v zavislosti na
ttech riznych genotypech rs447096, pricemz genotyp GG byl asociovany s nejhorsi prognozou.
Tyto vysledky jsou v souladu s vysledky studii provedenych na jinych typech nadort, kdy
zejména v piipadé karcinomu endometria je GG genotyp spojovany s nejhor§im OS (Mandato
et al. 2015).

V ¢asti prace zamétené na nddory ledvin také nebyl zaznamenan Zadny vyznamny vztah
mezi SNP 154430796 a rs757210 a expresi HNF1B. Na zakladé téchto vysledka lze tedy
ocekavat, ze u studovanych piipada jsou klicové udalosti v alteraci HNF1B pravdépodobné
zprostiedkovany jinymi mechanismy, nebo prostiednictvim vzacnéjSich SNP, které nebyly
v nasSich analyzach zahrnuty. U skupiny HGSC ovarii také nebyl zadny z analyzovanych SNP
(rs4430796, rs7527210, rs7405776) signifikantné asociovany s IHC expresi HNF1B, ani
s metylaci promotoru HNF1B.

Vyznam jednonukleotidovych polymorfismii je zvlast¢ zduraziiovany zejména u
karcinomu prostaty, nebot’ PC patii mezi malignity nejvice ovlivnéné dédicnosti. Role a
klinicky vyznam vybranych SNP ovSem stale neni zcela jasna a stejné SNP jsou v riiznych
studiich n€kdy oznacované bud’ za rizikové, ¢i naopak za varianty protektivni.

Nejcastéji je v souvislosti s karcinomem prostaty zminiovany SNP rs4430796. Recentné
byla publikovana robustni metaanalyza, ktera hodnotila asociaci mezi nej€astéji popisovanymi
variantami HNF'IB a rizikem vzniku PC (Tong et al. 2018). Jeji autofi pracovali se souborem
témet 35 tisic pacientil a 56 tisic kontrol a nasli silnou pozitivni asociaci s genotypem rs4430796
A, AA a AG, a déle také s genotypy rs7501939 G, rs11649743 G, GG, a AG, a s genotypem
rs3760511 C. V nasi préci jsme se zabyvali variantou rs4430796 (G > A), pfi¢emZ celkova
frekvence detekovanych alel byla prakticky stejnd, jakou udavaji data uvedend pro obecnou
populaci v databazi 1000G. U na$i pocetné limitované skupiny se tak asociace polymorfismu
154430796 s karcinomem prostaty nepotvrdila.

Epigenetické zmény jsou jednim ze zékladnich regulacnich mechanismli genové
exprese, které se Casto ucastni na vyvoji malignich nadorG (Cuff et al. 2013). Jednou
z nejcastéjsich epigenetickych alteraci je v tomto kontextu DNA metylace, coz je reverzibilni
proces a jako takovy tedy pfedstavuje jeden z potencialnich terapeutickych cilii vyuzitelnych
pii cilené protinddorové terapii (Bubancova et al. 2017). Aberantni metylace promotorovych
oblasti urcitych tumorsupresorovych geni vede k Gtlumu exprese (tzv. silencing) téchto
tumorsupresort, coz predstavuje jednu z klicovych udélosti iniciace nddorového riistu a jeho
progrese. Epigenetické alterace jsou v procesu kancerogeneze relativné ¢asnou udalosti, a proto
by se mohly uspé$né uplatnit nejen jako neinvazivni biomarker piitomnosti nadorového
onemocnéni béhem screeningu, ale také by mohly slouzit jako biomarkery v monitorovani
odpovédi na terapii (Graham et al. 2009).

S ohledem na néadory tlustého stieva byla zaznamenana pouze slaba parcidlni metylace
u nékolika ptipada, kdy vSechny vykazovaly zachovalou proteinovou expresi HNFIB.
Metylace promotoru tak v tomto souboru nekorelovala s expresi HNF1B na proteinové urovni,
coz by mohlo byt ndsledkem inkompletni inaktivace genu HNFIB. Metylace promotoru
HNFIB tedy nebyla v naSem souboru kolorektalnich 1¢ézi Castym nalezem, coz je v ostrém
kontrastu s vysledky jedné z n¢kolika mélo praci, které se touto problematikou zabyvaly. Dle
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téchto autort je HNFIB spolecn¢ s RUNX3, PCDHI10, SFRP5 a IGF?2 jednim z pétice gend,
které v jejich studii vykazovaly nejvyssi primérna procenta hypermetylace promotoru (Silva et
al. 2013). Na zédklad¢ tohoto nalezu autofi dokonce navrhuji, ze by hypermetylace promotoru
HNFIB mohla slouzit jako jeden zneinvazivnich epigenetickych markerti kolorektalniho
karcinomu. Mozna vysvétleni pro takto odlisné vysledky zahrnuji odlisSny metodicky ptistup
(autofi pracovali s Methyl-Profiler™ DNA Methylation PCR Array systémem) a fakt, Ze
v ramci jejich prace pracovali se souborem pouze 10 nadort (Silva et al. 2013).

Ve skupiné naddora ledvin byla metylace promotoru HNFIB nalezena pouze vzacné, cozZ
je v souladu s daty ziskanymi z TCGA. Oba vysledky tak naznacuji, Ze se na regulaci exprese
HNF1B v tomto piipad¢ pravdépodobné podili jiné mechanismy nez promotorova metylace.
Nicméné je dilezité zminit, Ze jsme se v nasi praci zabyvali pouze oblasti CpG ostravku, ktery
je dle literarnich dat a TCGA nejvice spojovan s HNF1B expresi (Shen ef al. 2013) a pted tim,
nez bude role metylace v tomto kontextu zcela vyloucena, by bylo nutné provést extenzivné;si
analyzu.

U skupiny HGSC byla metylace promotoru HNFIB detekovana u 26/67 (38.8 %)
pripadd, pfi¢emz metylacni status nebyl vyznamné asociovany se zadnym ze sledovanych
klinicko-patologickych parametri. Obdobné vysledky metyla¢ni analyzy byly publikovany 1
dalsimi autory, dle kterych se metylace pohybovala v rozmezi 41.3 % (Terasawa et al. 2006)
az 50.8 % (Baranova et al. 2020). Bubancova et al. se zabyvali metylaci promotoru HNFIB u
raznych typl karcinomti ovéria a identifikovali metylaci u 18/40 (45 %) HGSC (Bubancova et
al. 2017). MoZnym praktickym vyuZitim metylace se u HGSC zabyvali autofi jedné recentni
studie, kterd byla zamétena na identifikaci potencidlniho metyla¢niho panelu biomarkert za
ucelem casné detekce HGSC (Baranova et al. 2020). Metylace promotoru HNFIB byla
detekovana u 31/61 (50.8 %) HGSC, ptricemz castéjsi byla u nadord pokrocilého stadia [27/47
(57.5 %)] nez u nadorii Casné¢ho stadia [4/14 (28.6 %)]. U naSeho souboru HGSC jsme
pozorovali obdobny trend, ktery ale nedosahl statistického vyznamu. Pfitomnost metylace
promotoru HNFIB uZ u nadorli v ¢asném stadiu nicméné naznacuje, Ze by metylace mohla
piedstavovat slibny marker pro ¢asnou detekci HGSC. Vzhledem k tomu, Ze HGSC piedstavuje
nador s velmi nendpadnymi a nespecifickymi klinickymi symptomy a onemocnéni je tak asto
diagnostikovano az v pokrocilém stadiu, je identifikace biomarkerti pro Casnou diagnostiku
velmi Zadouci.

Roli epigenetické inaktivace u regulace exprese HNF1B jsme se zabyvali 1 u nasi
skupiny karcinomt prostaty. Metylace promotoru HNF'IB byla identifikovana u 55 % PC, coz
je obdobny vysledek, jaky uvadi data ziskand z TCGA. Metylaci promotoru HNF'IB se zabyvali
1 autofi Ross-Adams et al., ktefi u dvou samostatnych kohort pacientl s karcinomem prostaty
(n =65, n=36) pozorovali, Ze tkané PC byly ve srovnani se zdravymi, nenadorovymi tkdnémi
hypermetylované (Ross-Adams et al. 2016). Jejich experimentdlni data tak ukazuji, ze u
karcinomu prostaty a high grade ser6zniho karcinomu ovéria by se na vzniku a progresi nadoru
mohly podilet obdobné mechanismy.
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6. ZAVER

HNF1B je tkanovée specificky transkripéni faktor, jehoz vyznam pro vznik vyvojovych
malformaci ledvin a dalSich orgénti jiz byl pomémé dobie a extenzivné popsan, zatimco jeho
uplatnéni v patogenezi solidnich nadorti dosud nebylo objasnéno. Hlavnim cilem této prace je
prohloubeni znalosti o vyznamu zmén HNF1B u vybranych solidnich nadort. Zahrnuté typy
nadorii byly selektovany na zaklad¢ provedené reSerSe literatury, s ohledem na dosavadni
popisovany vyznam HNF1B u karcinogeneze nadorovych onemocnéni a jeho vyuziti v rutinni
diagnostické praxi.

Nase data ukazuji, Ze v ramci diferencidlni diagnostiky je na IHC urovni hlavni vyznam
hodnoceni exprese HNF1B u nadort ledvin, zejména v oblasti odliSeni chRCC od renalniho
onkocytomu. Dalsi vyuziti je u nadorti zenského genitalu, nicméné poméerné vysoké procento
exprese u HGSC v naSem souboru (v souladu s recentnimi literarnimi daty) vyznam HNFIB v
této indikaci limituje. Z naSich vysledkl zaroven ale vyplyva, Ze se jeho vyznam zvysuje, pokud
zohlednime intenzitu exprese (nebot’ silnd exprese byla nalezena prevazné jen u OCCC).
Potencialni impakt téchto vysledkli v klinické praxi by tak mohl spocivat nejen v lepsi
stratifikaci naddorovych podtypli a potencidlnich novych terapeutickych pfistupd, ale také
v lepSim porozuméni etiologie téchto onemocnéni. Z hlediska prognostického vyznamu méla
IHC exprese HNF1B vyznam zejména u kolorektdlniho karcinomu, kde snizena exprese
korelovala s recidivou a byla spojena s horsi prognézou a krat§im DFS.

S ohledem na vyznam HNFI1B v patogenezi nadorii naSe vysledky ukéazaly, Zze u
kolorektalniho karcinomu, high grade ser6zniho karcinomu ovéria, karcinomu prostaty,
svétlobunécného a chromofobniho karcinomu ledviny by se HNFIB mohl chovat jako
tumorsupresor, zatimco u papilarniho karcinomu ledviny spiSe jako protoonkogen. Vzhledem
k odlisné hypotetické roli, kterou HNF1B hraje u riznych typt nadort ledvin, by tak HNF1B
mohl piedstavovat dilezity prognosticky faktor umoznujici lepsi stratifikaci pacientl s ohledem
na narustajici vyuziti cilené terapie u nadorovych onemocnéni. Analyzy SNP potvrdily u
kolorektalniho karcinomu asociaci GG fenotypu rs447096 s horsi prognézou onemocnéni,
zatimco u ostatnich typti nadorti se asociace studovanych polymorfismi s prognézou ¢i rizikem
vzniku nddoru nepotvrdila. Kli¢ové udalosti v alteraci HNF1B jsou tak pravdépodobné
zprostiedkovany jinymi mechanismy (nebo prostiednictvim vzacnéjSich SNP, které nebyly v
nasich analyzach zahrnuty). Cast prace vénovana epigenetickym alteracim ma vyznam zejména
u HGSC, kde byla potvrzena pomérn¢ vysokd troven metylace, coz v souladu s literaturou
naznacuje, Ze by metylace mohla predstavovat slibny marker pro ¢asnou detekci HGSC.

Zavérem je ovsem dulezité zdlraznit, ze za ucelem piesného stanoveni toho, jakou roli
hraje HNF1B v biologii vybranych nadorl a objasnéni jeho potencidlniho prognostického a
terapeutického vyuziti je zapottebi provést dalsi studie na vétSim mnozstvi ptipadu.
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