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Souhrn

I pres veSkery pokrok na poli klinické i molekularni onkologie, ¢isla souvisejici s incidenci a
mortalitou kolorektalniho karcinomu (KRK) zlstavaji stale na nepftili§ pfijatelné tirovni. V poslednich letech
se do poptedi dostava tekutd biopsie, cirkulujici biomarkery, kterd oproti klasické biopsii, pfinasi spoustu

vyhod, poskytuje v€asné informace o heterogenité nadoru a moznost opakovaného odbéru materialu.

Cilem této disertacni prace bylo identifikovat nové kandidatni cirkulujici biomarkery z fad mikroRNA,
dlouhych nekodujicich RNA a volné DNA, které by mohly slouzit k ¢asnéjsi diagnostice, lepsi prognoze ¢i

k predikci 1é¢ebné odpoveédi KRK pacientil a tim k dalsimu posunu personalizované mediciny.

Hlavnimi vysledky této prace jsou: 1) Cirkulujici mikroRNA v plazmé (miR-122-5p a miR-142-5p)
mohou od sebe rozlisit pacienty s rektalnim karcinomem a jedince bez nadorového onemocnéni, zaroven by
mohly byt prediktivnimi ukazateli odpovédi pacienti (jak s primarnim, tak i metastatickym KRK) na 1écbu. 2)
Genova amplifikace dlouhé nekodujici RNA MALATI by mohla byt dilezitym krokem piechodu zdravé tkané
v adenomovou. MALATI v plazmé je nadmérné exprimovany u pacientii s KRK a kolorektalnimi adenomy
oproti jedincim bez nadorového onemocnéni a pro KRK pacienty ma potencidl prediktivniho biomarkeru. 3)
Volna DNA prokazala potencial odlisit od sebe dobré a Spatné respondenty viic¢i chemoterapii a dale detekovat

mutace, které nebyly prokazany v tkanové nadorové DNA.

Tato disertacni prace navrhla nékolik cirkulujicich diagnostickych, prognostickych i prediktivnich
biomarkert pro KRK. Pro potvrzeni nasich vysledkil a nasledného zavedeni téchto ukazatelti do klinické praxe
jsou vsak nezbytné dal$i nezavislé studie na vétSich populacich a s nimi spojené mechanistické studie, které

by detailngji popsali biologicky mechanismus.



Abstract

Despite all the advances in the field of clinical and molecular oncology, the numbers related to the incidence
and mortality of colorectal cancer (CRC) remain at unacceptable levels. In recent years, liquid biopsy
consisting of circulating biomarkers has come to the forefront of research, offering many advantages over
conventional biopsy, such as providing timely information on tumor heterogeneity and the ease of repeated

sampling.

This dissertation thesis aimed to identify novel candidate circulating biomarkers from microRNAs, long non-
coding RNAs, and cell-free DNA that could be used for earlier diagnosis, better prognosis, or prediction of

therapy response of CRC patients and thus further advance personalized medicine.

The main results of this work are: 1) Circulating microRNAs in plasma (miR-122-5p and miR-142-5p) can
distinguish patients with rectal cancer and cancer-free individuals and could predict therapy response in
patients (both in primary and metastatic CRC patients). 2) Gene amplification of the long non-coding
RNA MALATI can represent an important step in the transition of healthy mucosa to adenoma tissue.
Plasma MALATI is overexpressed in patients with colorectal adenomas and CRC patients compared to cancer-
free individuals and has the potential as a predictive biomarker for CRC patients. 3) Cell-free DNA has the
potential to distinguish good and poor responders to chemotherapy and to detect mutations not detected in

tumor tissue DNA.

This dissertation proposed several diagnostic, prognostic, and predictive circulating biomarkers for CRC
patients. However, to confirm our results and subsequently introduce these biomarkers into clinical practice,
further independent studies on larger populations and related mechanistic studies that would describe the

biological mechanism in more detail are necessary.



1. Uvod

1.1 Kolorektalni karcinom

Nadorovd onemocnéni jsou celosvétové druhou nejcastéjsi (po kardiovaskuldrnich onemocnénich)
pri¢inou umrti [1]. Podle serveru Globocan (https://gco.iarc.fr), byl pro rok 2020 KRK celosvétove tietim
nejCastéjSim nadorovym onemocnénim a druhou nejcastéj$i pficinou Umrti spojenou s nadorovymi

onemocnénimi.

KRK je heterogenni onemocnéni, jehoz vznik predstavuje mnohastupiiovy proces, ktery se vyznacuje
postupnou kumulaci histologickych, morfologickych, genetickych, ale i epigenetickych zmén, které vedou
k pfechodu z normdlni stfevni mukézy ke vzniku prekancerdzni léze, adenomu a nasledné az ke vzniku
karcinomu [2]. Rizikové faktory KRK miizeme rozdelit na dveé skupiny — ovlivnitelné a neovlivnitelné. Mezi
ty neovlivnitelné patii naptiklad vek, dédicnost ¢i také rasa [3, 4]. Vznik sporadické formy KRK (cca 2/3
pfipada), kterou mizeme definovat jako nador, ktery nevznika na zaklad€ rodinné anamnézy ¢i zarodecné
mutace, ale mutace somatickg, je ¢asto doprovazen nekterym z ovlivnitelnych rizikovych faktort [5-7]. Tyto

faktory souvisi pfedevs§im s zivotnim stylem [8-11].

Mezi nejéastéji pouzivané screeningové metody v oblasti diagnostiky KRK patfi testy na okultni krvaceni
do stolice a endoskopicka vySetieni [12]. Testovani krve ve stolici je na rozdil od jinych screeningovych metod
neinvazivni, lehce a levné proveditelné vysetieni. V piipad¢ pozitivniho vysledku je potieba tento test overit
pomoci endoskopického vysetfeni. MuZe se totiz také jednat o fale$né pozitivni vysledek, protoze se krev miize
dostat do stolice také z divodu jiného zanétlivého onemocnéni ¢i napiiklad z nékterych potravin [13].
Endoskopicka vySetfeni jsou oproti testim na okultni krvaceni do stolice charakterizovana vysokou ptesnosti
a citlivosti, nebot je diky nim mozné nahlédnout pfimo na cely vnitiek tlustého stieva. Toto vySetieni je na
rozdil od predeslych testli invazivni a nese s sebou nékteré nevyhody (jako napiiklad vyssi cena, riziko
krvaceni a perforace stfeva ¢i rizné dietni opatieni [14]). Zvoleny zplsob 1écby pacientd s KRK zavisi kromée
stadiu onemocnéni v ¢ase diagndzy a také na lokalizaci tumorového loziska. Jak jiz bylo zminéno, KRK je
heterogenni onemocnéni a jsou zde zasadni rozdily (embryologické, anatomické ale i funk¢éni) mezi nadory
tlustého stteva a konecniku (RC), které¢ maji vliv i na vybér 1écby [15, 16]. Standardem lécby KRK je
chirurgické zakrok, jehoz cilem je kompletni odstranéni tumorového loziska a nasledné¢ pak adjuvantni
chemoterapie jejimz cilem je uplné odstranéni zbylych nadorovych bunék a tim dalsi sniZeni Sance na recidivu
nadoru [17, 18]. V n&kterych pfipadech je potieba pred chirurgickym zakrokem z divodu zmenseni velikosti
nadoru aplikovat tzv. neoadjuvantni (pfedoperacni) 1é¢bu [19].

Pres veskeré pokroky v nadorové terapii, prezivani KRK nedosahuje pfili§ vysoké tispésnosti, a dokonce
umKRK je pétileté prezivani pouze okolo 11-14 % [1, 20, 21]. Z tohoto diivodu stale pokracuje tsili o nalezeni
novych indikatord, které by umoznily, kromé Casnéjsi diagndzy, také predpovidat odpovéd pacienta na
vybranou lécbu a tim nastavit efektivnéjsi individualizovanou 1é¢bu. A pravé hledani novych nadorovych

biomarkerd je hlavnim pilifem personalizované nebo precizni mediciny.


https://gco.iarc.fr/

1.2 Biomarkery

Biomarker je jakykoliv objektivné meéfitelny a hodnotitelny znak, ktery se méfi jako indikator
normalnich biologickych procesti, patogennich procesii ¢i reakce na expozici ¢i intervenci (FDA-NIH
Biomarker Working Group, 2016, https://ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK338449). Nadorové biomarkery jsou
pak substance, které jsou pfitomné v organismu v dusledku vzniku a vyvoje maligniho procesu [22]. Idealni
nadorovy biomarker by mél byt takovy biomarker, ktery s dostatecnou senzitivitou a specifitou odli§i nadorovy
anenddorovy proces [23]. Nadorovymi biomarkery mohou byt proteiny, nukleové kyseliny, protilatky ¢i rizné
biochemické modifikace.

Néadorové biomarkery jsou rozliSovany na diagnostické, prognostické a prediktivni. Diagnosticky
biomarker je takovy biomarker, ktery stanovuje ¢i potvrzuje piitomnost nadorového onemocnéni [24].
Prognosticky biomarker uruje zvySenou nebo snizenou pravdépodobnost, Ze se u pacienta s urcitym
nadorovym onemocnénim objevi néjaka specificka klinicka udalost — napiiklad progrese onemocnéni, rozvoj
metastazi, vznik relapsu ¢i tmrti. Prediktivni biomarker je takovy biomarker, ktery predpovida, zda konkrétni
1é¢ba bude u pacienta u€¢inna. Takovy biomarker pak miize pomoci I€katim pii vybéru nejucinnéjsi 1écby [25,
26].

U KRK bylo zavedeno do klinické praxe jen né€kolik biomarkeri a jejich stanovovani jiz probiha na
pro predpoved’ rezistence na biologickou 1é¢bu pomoci monoklonalni protilatky cetuximabu [27, 28]. Dalsim
z nejrozsifenéjSich nadorovych markert je karcinoembryonalni antigen (CEA), ktery je nejvice pouzivanym
nadorovym biomarkerem, jak u KRK, tak i u jinych typt malignit. Byla prokézana jeho korelace se stadiem
onemocnéni, stupném diferenciace ¢i naptiklad lokalizaci nadoru [29, 30].

I ptes nesporny pokrok v diagnostice a 1écbé nadorovych onemocnéni neni ucinnost terapie prilis
uspokojiva. Z tohoto diivodu se stale usiluje o nalezeni novych biomarker, které by umoznily personalizovat
1é¢bu ¢i ¢asnéji odhalit nadorové onemocnéni. Kromé pozitivniho dopadu na incidenci a mortalitu nadorovych
onemocnéni je potieba také nalézt takové biomarkery, které by mély pozitivni efekt na ekonomické dopady.
Mezi pomérné nové metody patii i tekuta biopsie, kterd krome ekonomické nenarocnosti piinasi i spoustu

dalsich vyhod.
1.3 Tekuta biopsie

Tradi¢ni (tkanova) biopsie je nezbytny tikon pro pacienty s nadorovymi onemocnénimi — poskytuje
nam zasadni informace pro stanoveni diagnozy, prognozy i vybér vhodné terapie. Tento typ biopsie je zalozen
na odebrani nadoru ¢i jeho ¢asti béhem invazivniho opera¢niho vykonu, ptipadné béhem kolonoskopického
vySetieni. Tyto invazivni techniky zac¢inaji byt pomalu nahrazovany neinvazivnimi metodami, které miizeme
souhrnné nazvat pojmem “tekutd biopsie” (anglicky liquid biopsy). Krom¢ minimalni invazivity a finan¢ni
nenarocnosti je hlavni vyhodou této biopsie moznost opakovaného odebrani vzorku a tudiz moznost
monitorovani onemocnéni v redlném Case [31]. To muze byt pak vyuZzito naptiklad pro monitorovani odpoveédi
pacienta na lécbu, kdy se jeho molekularni profil neustale méni a diky tekuté biopsii mizeme objevit diive

napfiklad chemorezistenci ¢i probihajici relaps. Zaklad tekuté biopsie tvoii izolace nukleovych kyselin ¢i
7
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nadorovych cirkulyjicich bun€k z riznych télnich tekutin, ktera je nésledovana dalS$imi geonomickymi ¢i

proteomickymi analyzami.
1.3.1 MikroRNA

MikroRNA (miRNA) jsou malé nekddujici RNA, které jsou dlouhé cca 22 nukleotidii. MiRNA
ovlivituji post-transkripéné genovou expresi RNA pomoci procesu RNA interference [32]. MiRNA interaguje
s cilovou mRNA pomoci komplementarni sekvenci na 3"'UTR, které se nazyvaji miRNA response element
(MRE) [33]. Stupent komplementarity MRE pak urcuje, zda dojde k uplné degradaci cilové mRNA, ktera je
spojend s uplnou komplementaritou ¢i k inhibici translace (netplnd komplementarita). V pifipadé uplné
komplementarity, dochazi k aktivaci endonukleazové aktivity Ago proteinu a k nastfihani cilové mRNA [34].
Degradace ¢i transla¢ni inhibice cilové mRNA vede ke znemoznéni exprese proteinu. Takovy protein miize
v buiice praveé slouzit jako tzv. tumorsupresor ¢i onkoprotein a tim mohou byt miRNA zapojeny do procesu
karcinogeneze [34]. Pozdgji se ukazalo, ze miRNA muZou byt detekovany v nejriznéjsich télnich tekutinach
jako je plazma, sérum, cerebrospinalni tekutina, sliny, matetské mléko, moc, slzy, stolice ¢i kolostrum. Pocet
detekovatelnych miRNA se pohybuje cca od 200 do 450 ve 300 pl t€lni tekutiny, pfi¢emz nejvice jich mtizeme
nalézt ve slinach ¢i spermatu, nejméné pak v pleuralni a cerebrospinalni tekuting [35]. Potencial cirkulujicich
miRNA zvySuje jesté fakt, ze jsou v t€lnich tekutinach velmi stabilni — odolavaji degradaci pii pokojové teploté
i pfi extrémnich podminkdch jako je napfiklad vysoké ¢i nizké pH a opakované cykly

rozmrazovani/zamrazovani [36-39].

1.3.2 Dlouhé nekodujici RNA

Dlouh¢ nekddujici RNA (IncRNA) byly dlouho povazovany za tzv. ,,junk® nukleové kyseliny, jejich
hlubsi vyzkum byl upozadén, protoze vétSina studii se zabyvala pfedevsim miRNA [40]. LncRNA patii také
do skupiny nekddujicich RNA, ale na rozdil od miRNA se jedna o mnohem delsi useky RNA (cca 200
nukleotidl) [41]. LncRNA maji pouze kratky otevieny ¢teci rimec, nebo jim tento uplné chybi, coz zabranuje
jejich prekladu do proteinu. Vysledna IncRNA je vétSinou prepisovana RNA polymerazou Il a obsahuje na
svém 5'konci 7-methylguanosinovou ¢epi¢ku a na 3’konci je polyadenylovana. LncRNA po svém piepisu
zustava v jadre a jeji hlavni funkci je regulace genové exprese, a to jak na transkrip¢ni, tak i post-transkripéni
urovni [42, 43]. Podle Human Gencode (Release 41) existuje okolo 19000 IncRNA (https://gencodegenes.org).
LncRNA mohou interagovat s DNA, RNA, ale i s proteiny, a to na mnoha trovnich. Nejcastéji byvaji IncRNA

podle funkce rozd€leny na i) signaly, ii) navnady, iii) viidce a iv) leSeni [43, 44].

1.3.3 Volna cirkulujici DNA

Volna cirkulujici DNA (cfDNA — cell-free DNA) je bezbunééna DNA, ktera se vyskytuje mimo buniky
v cirkulaci ve formé fragmentli a mize byt detekovana v riznych télnich tekutinach jako naptiklad sérum,
plazma, mo¢ ¢i sliny [45-50]. Prvni asociace cfDNA s nadorovym onemocnénim byla pak popsana v roce 1970

[51]. V této studii Leon a Shapiro méfili mnozstvi ¢fDNA v séru pacientd s rdznymi nadorovymi
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onemocnénimi a v séru zdravych jedinct. Pacienti s nadorovymi onemocnénimi byli oproti zdravym kontrolam
charakterizovani vy$§imi hladiny cfDNA. Tato studie byl pocatecni krok k dal$imu, hlubSimu vyzkumu
cfDNA, ktery vedl k poznani, ze v cfDNA muzeme detekovat i mutace gent, mikrosatelitovou nestabilitu ¢i

DNA metylace [52-54].

2. Hypotézy a cile prace

Hlavnim cilem této disertacni prace bylo identifikovat nové potencialni cirkulujici biomarkery, které by
umoznily ¢asnéjsi diagnézu KRK ¢i predikovaly prognézu ¢i odpovéd’ pacienta s KRK na vybranou 1écbu,

¢imz by napomohly personalizované medicin€. Byly stanoveny tyto hypotézy:

a) Cirkulujici mikroRNA v plazmé mohou slouzit jako diagnostické a prediktivni biomarkery pro
predpoveéd odpoveédi KRK pacientli na vybranou 1é¢bu.

b) Cirkulujici dlouhé nekodujici RNA mohou byt diagnostickym biomarkerem pro Casné zachyceni
prekanceroznich 1ézi KRK.

c¢) Cirkulujici volna DNA v plazmé muzZe slouzit jako prediktivni marker pro predikci odpovédi pacientti

KRK na vybranou lécbu.

3. Material a metodika
3.1 Studovana populace

Publikace €. 1: Prvni ¢ast studie (tzv. ,,discovery* ¢ast) zahrnovala 20 pacientl s RC. Validacni ¢ast
se poté skladala ze 107 RC pacientll a 51 dobrovolnikii bez nadorového onemocnéni (CFI — cancer-free
individuals). U vSech téchto pacientli jsme méli dostupné krevni vzorky odebrané ve dvou intervalech —
1.odbér — v Case diagndzy onemocnéni (pfed operaci), 2.0dbér — cca rok od diagndzy (¢as ukonceni terapie).
Ziskané informace ze sledovani (follow-up) nam poté umoznily pacienty stratifikovat na dobré respondenty a
$patné respondenty. Vybrané miRNA byly testovany také in vitro na nadorovych rektalnich bunéénych liniich
— HRA16 a SW1463, které byly ziskany z Evropské sbirky ovétenych bunéénych kultur (ECACC, Velka
Britanie).

Publikace ¢. 2: Tato studie ptedstavuje rozsifeni predchozi studie o 18 pacientil s metastatickym KRK.
Krevni vzorky vSech pacienti byly odebrany ve tiech intervalech — 1.odbér v ¢ase operace metastaz, 2.0dbér
priblizné 1 mésic po operaci a 3.odbér nekolik mésicii od operace (median 8 mésicit). Taktéz jsme méli
dostupné krevni vzorky od 51 CFI. Kromé klinickych dat, jsme méli k dispozici také data pro sérové nadorové
markery (CEA a CA-19-9) a snimky z pocitacové tomografie (CT). Pacienti byli rozdéleni do dobré
prognostické skupiny ¢i Spatné prognostické skupiny.

Publikace ¢. 3: Studie zahrnovala 16 pacientl s kolorektalnimi adenomy (KRA), kteti podstoupili
kolonoskopické vySetieni.

Publikace ¢. 4: Verifika¢ni analyza predchozi studie byla nejprve provedena na tkanich pacientt
s kolorektalnimi adenomy, jeZ byly soucasti pruvodni studie (n=16). V dalsi fazi jsme provedli analyzu

MALATI v plazmé KRK pacientti (n=101), KRA pacientti (n=97) a CFI (n=48).
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Publikace ¢. 5: Do této studie bylo zahrnuto celkem 10 pacientd s nadory tlustého stfeva. U vSech
téchto pacientli jsme méli dostupné krevni vzorky odebrané ve dvou intervalech — 1.odbér — v case diagndzy
onemocnéni (pfed operaci) a 2.odbér— cca 6 mésict od ukonceni terapie.Kromé krevnich vzorki byly u téchto
pacientii dostupné také tumorové tkdné. Diky dostupnosti klinickych dat byli pacienti rozdéleni na dobré a

Spatné respondenty.

3.2 Metody
3.2.1 Izolace nukleovych Kyselin

RNA (v¢etné miRNA) z plazmy byla vyizolovana pomoci Plasma/Serum Circulating and Exosomal
RNA Purification Kit (Norgen Biotek, Kanada). DNA z plazmy byla izolovani pomoci kitu Qiamp circulating
nucleic acid kit (Qiagen, Némecko). Nadorova tkan i pfilehla nadorova tkan byly nejprve nadrceny pomoci
Magna Lyser Green beads (Roche, Svycarsko) pomoci homogenizatoru MagnaLyser Instrument (Roche,
Svycarsko). Z takto nadrcenych tkani byly dale izolovany nukleové kyseliny pomoci kitu AllPrep DNA/RNA
Mini kit (Qiagen, Némecko).

3.2.2 Sekvenovani nové generace (NGS)

Sekvenac¢ni knihovny pro miRNA byly ptipraveny pomoci kitu NEB Next Multiplex Small RNA
Library Prep (New England BioLabs, USA). Takto pfipravené knihovny byly pak sekvenovany pomoci
[llumina HiSeq2000. Knihovny pro celoexomové sekvenovani cfDNA a tumorové DNA byly pfipraveny
pomoci SureSelect XT HS Library preparation kit (Agilent, USA) dle protokolu vyrobce a sekvenovany na
HiSeq4000 (Illumina, USA).

3.2.3 Real-time qPCR

Extrahovana RNA/miRNA byla pomoci reverzni transkripce ptrepsana do komplementarni DNA
pomoci Tagman MicroRNA Reverse Transcription kit (ThermoFisher Scientific, USA) u miRNA ¢i High-
capacity cDNA reverse transcription kit (ThermoFisher Scientific, USA) pro RNA. Vzhledem k nizkym
koncentracim nukleovych kyselin v plazmé, byla jesté provedena pre-amplifikace piepsané cDNA pomoci [Q
SuperMix (Bio-Rad, USA). Samotna Real-time qPCR (RT-qPCR) reakce byla analyzovan na 7500 Sequence
Detection System (ThermoFisher Scientific, USA).

3.2.4 Komparativni genomova hybridizace

Arraye pouzité pro komparativni genomovou hybridizaci (CGH) byly navrzeny tak, aby pokryvaly
genomové ¢asti, ve kterych se vyskytuji nejcastéjsi geny asociované s nadorovymi onemocnénimi (SurePrint
G3 Cancer CGH+ single nucleotide polymorphism Microarray Kit, 4 180 K (Agilent, USA). Pro znaceni
fluorochromy Cy3 a Cy5 byl pouzit kit Sure Tag Complete DNA Labeling enzyme kit (Agilent, USA).
Samotna hybridizace byla provedena pomoci Oligo aCGH/ChiP-on-chip Hybridization kit (Agilent, USA).
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Pro nésledné skenovano ¢ipti byl pouzit SureScanMicroarray Scanner instrument (Agilent, USA) a data byla

zpracovana pomoci softwaru Agilent CytoGenomics (Agilent, USA).
3.2.5 Funk¢ni studie

Kultivace bunécnych linii probihala za standardnich podminek (37 °C a 5 % CO,) ve specifickych
médiich. Pro HRA16 se jednalo o Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Sigma Aldrich, USA), pro
SW1463 to bylo Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640, Sigma Aldrich, USA). Pro studium vybranych
miRNA jsme transfekovali hladiny miRNA v bunéénych linii pomoci tzv. mimics (Sigma Aldrich, USA) a
lipofectaminu RNAIMAX (Invitrogen, USA). Bunécné linie byly dale vystaveny SuM 5-FU. U bunécnych

linii jsme stanovovali buné¢nou proliferaci pomoci WST-1, schopnost tvorby kolonii a bunécny cyklus.

3.2.6 Statistické zpracovani

Statistické analyzy qPCR a in vitro vysledkt byly provedeny v softwaru R (v. 4.2.2) a GraphPad Prism
(GraphPad, USA). Statistickd signifikance byla stanovena na p > 0.05.

4.Vysledky
4.1 Publikace ¢. 1 - Analyza expr. hladin miRNA v plazmé u pacientii s RC v priitbéhu terapie

Cilem této studie bylo zhodnotit expresni hladiny miRNA pted a po terapii u pacientid s RC a tim
identifikace specifickych miRNA reflektujici prabéh a odpovéd’ pacientli na lécbu. Pomoci sekvenovani
opakovanych odbéri plazmy RC pacientl, jsme identifikovali miR-122-5p, ktera byla 2,9-krat zvySena u
druhého odbéru v porovnani s prvnim odbérem (p <0.001). Asociace s odpovedi pacientli na lécbu byla
pozorovana u miR-142-5p. Spatni respondenti byli charakterizovani signifikantné nizsi hladinou u druhého
odbéru v porovnani s prvnim odbérem (p <0.001, -10,3-nasobnou). Ve valida¢ni ¢asti expresni hladiny obou
miRNA u RC pacientli a CFI byly signifikantné odlisné — RC pacienti byli charakterizovani signifikantné
snizenymi hladiny obou miRNA oproti CFI (pro obé miRNA p <0.001). Pfi porovnani prvniho a druhého
odbéru u RC pacientti byl nalezen signifikantni rozdil- pro obé miRNA se jednalo o signifikantni zvySeni
hladin u druhého odbéru (miR-122-5p: p=0.0003, 3,2-ndsobna zména; miR-142-5p: p=0.0002, 2,4-nasobna
zména). Pacienti, kteti odpovidali na 1é¢bu, byli charakterizovani naristem expresnich hladin obou miRNA v
plazmé u druhého odbéru a tyto hladiny jiz nebyly nadale signifikantné odlisné od hladin CFI. Naopak u
Spatnych respondentti zlstaly hladiny na obdobnych hodnotich jako u prvniho odbéru a byly stale
signifikantné snizeny oproti CFI (miR-122-5p: plazma: 4,9-nasobna zména, p=0.05; miR-142-5p: plasma: 4,5-
nasobna zména, p=0.008). U plazmatickych EVs byl tento trend pozorovany také pro miR-122-5p (4.,9-
nasobna zména, p=0.007). In vitro studie potvrdily, ze zvySené hladiny obou miRNA souviseji se sniZzenym
bunéénym rlstem a prezivani nadorovych bunék a podporfily teorii tumor-supresorového potencialu téchto

miRNA.
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4.2 Publikace €. 2 - Analyza expresnich hladin miR-122-5p a miR-142-5p u pacientii s mKRK

Potencial predeSlych miRNA byl dale testovan na pacientech s mKRK. V porovnani s CFI méli
mKRK pacienti signifikantné snizenou hladinu miR-142-5p v ¢ase T2. U pacientd s metastatickym RC jsme
identifikovali signifikantni rozdil v expresni hladiné miR-142-5p v ase T1 mezi dobrymi a S$patnymi
respondenty (p=0.0094, 7,3-nasobna zména). V plazmatickych EVs byl pozorovany stejny trend pro miR-142-
5p (3,8-nasobna zména, p=0.05). Pro dva pacienty ze Spatné prognostické skupiny (ID01 a ID03) a jednoho
pacienta z dobré prognostické skupiny (ID26) byla provedena jest¢ individualni analyza zahrnujici také
hodnoty onkomarkert a CT snimky. Pacient IDO1 byl charakterizovan snizenim hladin obou miRNA v plazmé
i v EVs po 8 mésicich od operace a 12 mésicti pied viditelnym relapsem. Naopak CEA a CA-19-9 byly v této
periodé zvysené a nereflektovaly naznaky relapse. U pacienta s ID03 doslo béhem adjuvantni chemoterapie
k nartistu expresnich hladin obou miRNA (jak v plazmé, tak v EVs). Ke konci nasazené terapie ale expresni
hladiny miRNA zacaly prudce klesat az se dostaly na uroven pted lécbou. Po 5 mésicich od ukonceni terapie
doslo k rozvinuti relapsu. Oproti tomu sérové markery zlstaly neménné v prubehu terapie a neidentifikovaly
vyskyt relapsu. V prubéhu terapie pacienta ID26 byly hladiny miRNA velmi nestabilni, nicméné na konci

terapie doslo k ustaleni a nasledné pomalému stoupani.

4.3 Publikace ¢. 3 — Identifikace MALATI amplifikace u prekanceréznich 1ézi KRK

CGH byla tspésné provedena u 16 parovych (adenomova a pfilehld tkan) vzorkll. VSechny parové
vzorky byly charakterizovany riznym stupném chromozomové nestability. Po finalni analyze ziskanych
vysledkil byly stanoveny Ctyfi skupiny pacientii na zakladé opakujicich se genomovych zmén. Prvni skupina
pacientil byla charakterizovana ziskem genetického materidlu (gain) na chromozomu 11, konkrétné v oblasti
11q13.1 kodujici IncRNA MALAT-1 v adenomové tkani. Ve druhé skupiné pacientti jsme identifikovali
vysoky pocet mikrodeleci (napiiklad v oblastech 7q, 9p, 16p, 17q ¢i 20q) v adenomové tkani v porovnani
s prilehlou tkani. Tteti skupina pacientd méla ve svém karyotypu obrovské ztraty i zisky v adenomové tkani a
posledni skupinou pak byla skupina pacientt, ktefi nevykazovali zadné rozdily mezi parovymi tkanovymi
vzorky a nebyl zde nalezen ani jediny spojovnik mezi témito pacienty. NaSe studie naznacila, ze praveé
amplifikace v genu pro IncRNA MALATI by mohla byt dilezitym krokem podilejici se na pfemeéné zdravé

tkané v adenomovou.

4.4 Publikace ¢. 4 - Analyza cirkulujici InCRNA MALATI jako diagnostického markeru pro KRA
Cilem této studie bylo dokazat spojitost mezi DNA aberacemi a genovou expresi MALATI. Déle jsme
v ramci této studie stanovovali expresni hladiny MALAT! v plazmé u pacienti s KRK, KRA a CFI pomoci
RT-qPCR. Celkem 14 pacientl z pilotni studie bylo rozdé€leno dle ptitomnosti amplifikace MALATI. Mezi
témito skupinami nebyl v§ak nalezen zadny signifikantni rozdil v expresni hladiné MALATI. Expresni hladina
MALATI byla v plazmé zvysena jak u KRA pacientd, tak i KRK pacientli v porovnani s CFI (pro obé skupiny

p <0.001). Nejvyssi expresni hladina byla pozorovana u skupiny tubuloviléznich/viléznich polypu, které maji
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nejvyssi riziko vzniku KRK. MALATI expresni hladina byla signifikantné vys$si u Spatnych respondentti
v porovnani s dobrymi respondenty u KRK (p=0.036).

4.5 Publikace €. 5 - Mutacni profil volné DNA v plazmé spojeny s odpovédi na 1écbu KRK

Celoexomové sekvenovani (WES) bylo pouzito pro analyzu vzorkd krevni plazmy 10 pacient
s rakovinou tlustého stfeva. Cilem nasi studie bylo detekovat genomické zmény asociované s odpovédi na
1écbu. Paralelné bylo provedeno také sekvenovani nadorové tkané od stejného vzorku pacientli s imyslem
porovnat mezi sebou zmény v plazmé a v tkani. Pomoci WES na tumorové DNA bylo detekovano celkem
71705 SNV a indels. Mezi nejcasteji mutované geny, dle ocekavani, patiily 7P53 a APC. Vyssi poCet mutaci
se vyskytoval u pacientll s vys$§im stadiem onemocnéni. U Spatnych respondentli (kromé jednoho) jsme
identifikovali vyskyt mutaci v genech GPR50 (c.1594A>G ac.1505 1516delCCACTGGCCACA), TPSDI
c.274G>A (p.Ala92Thr), CPAMDS ¢.1022G>A (p.Arg341Gln) a OBP2A4 ¢.367 370del a naopak zadny dobry
respondent nebyl nosicem zadné z téchto variant. U nékolika pacientt, u kterych jsme identifikovali mutace
v tumorové tkani, se tyto mutace nevyskytovaly v cfDNA (napiiklad 7P53, APC ¢i KRAS). Na druhou stranu
v ¢fDNA byla detekovana mutace v genu DCC, ktera nebyla v tumorové DNA.

5. Diskuse

Prestoze soucasny onkologicky vyzkum zaznamenala velky posun v oblasti diagnostiky a terapie, ¢isla
incidence a umrtnosti KRK nejsou uspokojiva a stale se usiluje o nalezeni novych biomarkert, které by
umoznily detekovat nador v ¢asnych stadii, pomohli zlepsit prognozu pacienta ¢i predpovédét odpoveéd
pacienta na vybranou lécbu a tim pomohly v posunu personalizované mediciny. V posledni letech se pak do
popredi dostala piedevsim tekuta biopsie, ktera, kromé jinych vyhod, umoznuje opakované odbéry vzorku a
lepsi reflexi heterogenity nadoru nez tradi¢ni biopsie. Slibnymi a nejvice studovanymi kandidaty na tyto
biomarkery jsou cirkulujici nekédujici RNA (miRNA a IncRNA) a cirkulujici volnd DNA.

Studium cirkulujicich miRNA v plazmé bylo naplni naSich dvou studii. V nasi prvni studii byly
pomoci NGS identifikovany dvé kandidatni miRNA (miR-122-5p a miR-142-5p) s nejvetSimi rozdily mezi
opakovanymi odbéry RC pacienti, které byly nasledné validovany na vétsim poctu RC pacientti a CFI pomoci
RT-qPCR [55]. Analyzy ukazaly na signifikantni rozdily mezi RC pacienty a CFI, a asociaci expresnich hladin
téchto miRNA s odpovédi pacientll na 1é¢bu — pacienti ktefi odpovidali na 1écbu byly charakterizovani
zvySenim expresnich hladin obou miRNA po roce od diagnozy oproti hodnoté téchto miRNA v Case diagndzy.
V druhé nasi studii byl potencial téchto miRNA testovan jest¢ u mKRK, kde jsme pozorovali obdobny trend
jako v predeslé publikaci.

MiR-122-5p byla dosud nejcastéji studovana v souvislosti s hepatocelularnim karcinomem, protoze
bylo dokazano, ze se jedna o tkanové specifickou miRNA pro jatra a hraje duleZitou roli v jaterni homeostaze
tim, Ze reguluje velké mnozstvi cilovych mRNA zapojenych do nejriznéjsich jaternich funkci [56-60]. Jatra
jsou nejcastéjsi lokalizaci metastazovani KRK a z tohoto divodu je miR-122-5p hojné studovana také u KRK

[61, 62]. Zadna z dosud publikovanych studii zabyvajici se touto miRNA ale nebyla zaméfena na RC a nize
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diskutované studie se zabyvaly KRK jako souhrnnou diagnozu (C18-C20). Studie zabyvajici se expresnimi
hladinami miR-122-5p v KRK jsou rozporuplné. Nékteré popisuji zvySené hladiny miR-122-5p v nadorovych
tkanich a asociaci nadmérné exprese s vyskytem jaternich metastdz [63, 64]. Naopak jiné studie jsou v souladu
s nasimi vysledky a autoti v nddorové tkdni KRK pozorovali snizené expresni hladiny oproti pfilehlé mukoze
[65, 66]. Cilem naSich studii bylo pfedevsim zjistit, zda miR-122-5p a miR-142-5p maji vliv na ucinnost
terapie, a proto jsem se v diskuzi vé€novala piedevsim studiim zabyvajici se efektem miR-122-5p na terapii.
Ve studii O’Brien et al., studovali efekt terapie na expresni hladinu miR-122-5p v plazmé a to nejen u KRK
pacienti, ale také u KRA pacientii. Autofi porovnéavali dva odbéry — 1. odbér byl odebran pied terapii (at’ jiz
pred chirurgickym zdkrokem ¢i endoskopii nebo jakoukoliv jinou terapii), druhy pak po terapii [67]. V obou
pripadech doslo k naristu expresni hladiny miR-122-5p po zvolené terapii. ZvySena exprese miR-122-5p je
spojena také se zvratem rezistence na oxaliplatinu [68]. Autoii popsali, ze tento efekt je zplisoben piimou
interakci miR-122-5p s antiapoptotickym proteinem XIAP, ktery ve vysokych koncentracich navozuje
rezistenci na toto terapeutikum. V ptipadé umelého navySeni hladiny miR-122-5p, dochézi k umlceni XIAP a
k nartistu cytotoxicity nadorovych bun€k na oxaliplatinu. Tato interakce byla potvrzena i v in vivo studiich
[68]. Stejné pojitko bylo popsano i pro 5-FU. Ve studii He a kol., autofi popsali trvale snizenou hladinu miR-
122-5p v nadorovych bunéénych liniich a necitlivost téchto bun¢k k 5-FU [69]. Naopak ale po umélém
navyseni hladiny miR-122-5p bunky opé€t zacaly na 5-FU reagovat. Potencidlnim cilem této miRNA by pak
mohl byt PKM2, koédujici pyruvatkinazu ucastnici se glykolyzy. ZvySena expresni hladina miR-122-5p
potlacovala expresi PMK2, tim doslo k inhibici glykolyzy a zastaveni ristu nadoru a to jak in vitro, tak in vivo.
Spousta nadorovych bun¢k vykazuje zvysenou glykolyzu a sniZzenou oxidativni fosforylaci. A praveé ptechod
mezi témito metabolismy (na glykolyzu) je Casto spojen s rezistenci na 5-FU [70]. Ve studii Sendi a kol.,
pripravili autofi lipidovou nanopartikuli, do které byla zabalena miR-122-5p a studovali jeji vyuziti jako
terapeutikum in vivo, které by mohlo zabranit vzniku jaternich metastdz [71]. Po injekci této partikule do mysi
doslo ke sniZeni expresnich hladin potencidlnich cilovych targetd této miRNA (ADAMI7 a ALDOA) a
klicovych genii asociovanych s epitelidlné-mezenchymalni tranzici. Mysi, do kterych byla vpravena
nanopartikule s miR-122-5p mély signifikantné niz$i metastatické pozadi a piezivani del$i nez 100 dni, zatimco
mysi lécené kontrolni nanopartikuli (bez miR-122-5p) neptezily. Kromé jiz zmin€nych potencidlnich cild byla
jesté popsana interakce miR-122-5p s bunécnym transportérem CAT1 ¢i BCL-W a CCNF1 regulujici apoptozu
a buné¢ny cyklus [65, 72]. Ve studii Yin a kol. popsali jesté spletitéjsi interakci zahrnujici cirkularni RNA
(tfadici se nejcastéji do skupiny IncRNA) oznacenou jako circ 007142 [66]. Tato cirkularni RNA funguje tak,
7e vychytava miR-122-5p (“sponging”) pomoci komplementarni sekvence a tim nedochézi k umlceni translace
jejich cilovych mRNA [73]. Autofi popsali negativni vazebny vztah mezi circ_ 007142 a miR-122-5p a zaroven
popsali CDC25A jako potencialni target miR-122-5p. Jejich vysledky prokazaly, ze praveé circ 007142
zrychluje progresi KRK onemocnéni tim, Ze cili na miR-122-5p a tim pozitivné reguluje CDC25A — fosfatazu
podilejici se na regulaci bunééného cyklu [66].

Studie zabyvajici se miR-142-5p nejsou rovnéz ptili§ konzistentni. Ve studii Islama a kol. studovali
roli miR-142-5p v nadorovych tkanich KRK a bunéénych liniich nadorové stfevni tkané [74]. Jak v tkanich,
tak 1 v bunécnych liniich popsali autoii signifikantné zvysené expresni hladiny v porovnani s nenadorovymi
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tkanémi a asociaci vysSich hladin s lokalizaci nadoru ve stievé. Tyto vysledky nejsou konzistentni s nasimi
vysledky, ale je tady spousty rozdilnych charakteristik, které mohou mit za nasledek tuto neshodu. Prvni
rozdilem je diagnoza. Kohorta pacientd zahrnovala jak pacienty s nadory, tlustého stfeva, tak RC pacienty a
ve studii chybi informace o pfesném poctu pacientd s jednotlivymi diagn6zami. Bylo dokézano, ze KRK je
heterogenni onemocnéni, a jsou zde zasadni rozdily mezi nadory tlustého stfeva a konecniku a obé tyto
diagndzy by bylo vhodnéjsi studovat samostatné [15]. To, Ze mohou byt rozdily v expresnich profilech riiznych
lokalizaci nddoru v ramci KRK diagndzy prokézala i studie sama, nebot’ popsala, Ze naddory vyskytujici se
v distalni Casti stfeva (kam patfi i rektum) mély signifikantné snizené hladiny miR-142-5p oproti t€ém
v proximalni ¢asti stfeva. Stejnou zavislost prokazala i nase dalsi studie, kdy jsme signifikantni zmény pro
miR-142-5p mezi jednotlivymi odbéry mKRK pacientl pozorovali také az po stratifikaci na nadory kone¢niku
a tlustého stfeva. Dalsi zasadni rozdil je také v typu biologického materialu, nebot’ Islam a kol., analyzovali
miR-142-5p v tkénich, zatimco my se zamé&fili na cirkulujici miRNA v plazmé. In vitro studie byly provedeny
na odlisnych bunéénych liniich vychazejicich z nadoru tlustého stieva (SW480 a HCT116) a naopak, nase
studie byla zaméfena na rektalni nadorové linie (SW1463, HRA16). ZvySené hladiny téchto miRNA byly
popsany i v dalsich studiich [75-77]. Naopak ve studii Kong a kol., a dalSich, autofi identifikovali snizenou
expresni hladinu miR-142-5p v nadorové tkani oproti zdravé tkani a spousta studii tento tumorsupresorovy
potencial spolu s asociaci s terapii popsala také [77-80]. Jednou z téchto studii je studie od kolektivu Shi a kol.,
ktera popsala snizené hladiny této miRNA v nadorové tkani oproti ptilehlé tkani a dale také popsala, Ze hladiny
miR-142-5p se zvySovaly poté, co pacienti obdrzeli chemoterapii [78]. Neoadjuvantni chemoterapie méla za
nasledek také nartst expresnich hladin miR-142-5p u RC pacientti [77]. Nejnovéjsi studie z tohoto roku se
zabyvala korelaci expresnich profili miRNA a jejich asociaci s odpovédi na 1é¢bu na bazi irinotekanu v séru
u pacientil s mKRK. Autofi popsali 10 downregulovanych miRNA u $patnych respondentt, mezi které pattila
také miR-142-5p a miR-122-5p. Vysledky této studie podporuji nase vysledky nebot’ ob¢ tyto miRNA jsme
objevili jako downregulované u pacientli se Spatnou odpovédi na lécbu a to jak u mKRK, tak i u primarnich
nadorl. Autofi také popsali pomoci luciferdzové eseje potencialni cil této miRNA — EPAS! [80]. Produkt genu
EPASI je jednou z podjednotek HIFa, ktery je transkripcni regulator adaptivni odpovédi na hypoxii a prave
hypoxie je jednim z hlavnich faktort, které vedou k nadorové angiogenezi a jeho zvySena exprese byla jiz u
KRK popsana [81-83]. U genu SDHB kodujiciho sukcinat dehydrogenazu B, ktera je ucastni Krebsova cyklu,
bunécné proliferace, ale i apoptdzy, byla také popsana spojitost s miR-142-5p, ktera ji negativné reguluje.
Deficience SDHB je pak spojena s prechodem bunék z oxidativni fosforylace na aerobni glykolyzu, ktera ma
za nasledek zvySenou kyselost mikroprosttedi nadoru, ktera souvisi s hor§im rozpoznavanim nadorovych
bun¢k imunitnim systémem [84, 85]. Dalsimi potencialnimi cilovymi mRNA by mohly byt 7/AM 1, zapojeny
do Wnt drahy, ¢i tumorsupresorovy gen KLF6 ovliviwjici bunéény cyklus [74, 79, 86, 87]. Souhrnné 1ze fici,
7e vétsina studii popsala, ze miR-122-5p i miR-142-5p maji tumorsupresorovy ucinek a jejich zvysené hladiny
jsou spojeny s vyssi senzitivitou na rizna chemoterapeutika a tim pfiznivou odpovédi na 1é¢bu. Tyto poznatky
jsou v souladu s naSim vyzkumem, kde jsme prokazali také tumorsupresorovy potencial miR-122-5p a miR-
142-5p a popsali, Ze zvySené hladiny téchto miRNA jsou spjaty s pozitivni odezvou na 1é¢bu a to jak u pacientti
s primarnim, tak i metastatickym KRK.
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Dlouh¢ nekodujici RNA byly dlouho ve stinu miRNA a jejich vyzkum byl upozadén, nejspise z
divodu toho, Ze se dlouho myslelo, Ze nemaji Zadnou funkci a byly povazované za tzv. “junk” nukleové
kyseliny [40, 88]. Jak jiz bylo zminéno, jednim z hlavnich kroki vedouci ke sniZzeni umrtnosti KRK je ¢asna
diagndza, idedln¢ detekce onemocnéni jeste ve fazi prekancerdznich 1ézi — adenomi, které mohou byt lehce
odstranitelné kolonoskopii [89]. Toto vySetfeni sebou nese ale nékolik limitaci, kvili kterym se mu pacienti
snazi vyhybat. Z tohoto diivodu jsme se v nasi studii chteli identifikovat kandidatni biomarkery, které by
odhalily vyskyt adenomu, potazmo KRK. Takovym kandiditem by dle naSich vysledkii mohla byt IncRNA
MALATI, jejiz amplifikace byla identifikovand v adenomové tkani a jejichz expresni hladiny v plazmé byly
schopné rozlisit pacienty s KRK a KRA od CFI [90].

MALATI byl vétsinou zkouman ve spojitosti s karcinomem plic, kde zvySena hladina MALATI
korelovala s progresi onemocnéni a vznikem metastaz a celkove horsi prognézou onemocnéni [91, 92]. Nase
studie je jednou z prvnich praci zabyvajici se IncRNA MALATI ve spojitosti s KRA. Studie vedena skupinou
Radwan et al., je jedina studie, dle naseho védomi, analyzujici i KRA pacienty [93]. Tato studie popsala
zvysené expresni hladiny MALATI u KRK i KRA pacientli v porovnani s kontrolnimi osobami. Navic jesté
identifikovala pfitomnost jednonukleotidového polymorfizmu (SNP) rs3200401 v genu pro MALATI jako
rizikovy faktor pro vznik KRK, ktery byl prokazan jako rizikovy i dalsi védeckou skupinou [94]. Studii
zabyvajicich se MALATI v KRK je mnohem vice a ¢asto popisuji jeho asociaci s ucinnosti terapie [95-97].
Vyssi expresni hladina MALATI byla nalezena v nddorové tkani oproti nenadorové tkani a je asociovana se
stadiem onemocnéni, vyskytem metastaz, postizeni uzlin i krat§im pfezivanim [95, 98-100]. Tyto vysledky
expresi [101, 102]. Tim, ze jsme MALATI objevili amplifikovany v adenomové tkani, ¢ekali bychom, Ze i jeho
expresni hladina bude pravé v adenomové, poptipadé nadorové tkani, zvysSena. V nasi studii jsme také popsali
asociaci MALATI s odpovédi na terapii u KRK pacientd —u pacientti, ktefi hiife reagovali na 1é¢bu a méli horsi
prognozu byly popsany signifikantné zvySené expresni hladiny MALAT! v plazmé. Studie Li a kol.,
analyzovala expresni hladiny MALATI v opakovanych odbérech séra mKRK pacientt [95]. Tito pacienti byli
rozdéleni do dvou skupiny podle to, zda odpovidali nebo neodpovidali na 1é¢bu zaloZzené na oxaliplating.
Pacienti, kteti neodpovidali na tento typ terapie méli v odbéru v ¢ase diagndzy rovnez vyssi hladiny MALATI.
Stejna korelace byla popsana i nékolika dalsimi studiemi [103, 104]. Podle studii by MALATI mohl regulovat
rezistenci na oxaliplatinu skrz interakci s miR-218 a nasledné s EZH?2, nebo pres signalni drahu miR-324-3p a
ADAM17 ¢i ptimou interakci pfes miR-200s [95, 103, 104]. To, ze MALATI by mohl mit efekt i na odpovéd’
pacientti na 1é¢bu 5-FU potvrdilo i nékolik dalSich studii, zabyvajici se funk¢ni analyzou MALATI [105, 106].
Tuto asociaci podporuje fakt, ze MALATI interaguje s né¢kolika miRNA (miR-197-3p, miR-203a-3p a miR-
375-3p), které cili na tymidylat syntazu — enzym, ktery je nezbytny pro replikaci a opravu DNA a je jednim z
cilt 5-FU terapie [107-109].

Volna DNA je prvni z cirkulujicich nukleovych kyselin, kterd byla zkoumana v souvislosti s jejim
potencialem jako nadorového biomarkeru [51]. Autofi v této studii popsali vyznamné rozdily v koncentraci
cfDNA v séru pacientll s riznymi nadorovymi onemocnénimi a zdravymi jedinci. Od této doby vyzkum

cfDNA pokrocil, a kromé méteni koncentrace cfDNA bylo zjisténo, Ze cfDNA mulze byt analyzovana v
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souvislosti s metylacnim profilem, mikrosatelitovou nestabilitou ¢i mtze nést nejriznéj$i mutace gend vcetné
téch s onkogenni ¢i tumorsupresorovou funkci a nékteré analyzy cfDNA jiz byly zavedeny v klinické praxi
[54, 110-112].

Cilem nasi studie bylo identifikovat nové SNV v plazmatické cfDNA, které by souvisely s odpovedi
pacientil na 1é¢bu a dale porovnat vysledky s nalezenymi mutacemi v tkani. V nasi studii jsme sekvenovali 10
pacientil s nadory tlustého stfeva pomoci metody WES. V tumorové DNA se nam podafilo popsat dosud
nepopsané¢  varianty spojené s odpovédi pacientt na terapii (GPR50 (c.1594A>G and
c.1505 1516delCCACTGGCCACA), TPSDI ¢.274G>A (p.Ala92Thr), CPAMDS ¢.1022G>A (p.Arg341Gln)
a OBP2A c.367 _370del). Prestoze n€které specifické mutace identifikované z tumorové tkan€ nebyly nalezeny
v cfDNA, povedlo se nam vsak identifikovat mutaci v genu DCC, ktera nebyla detekovana v tumoru. Piestoze
jiz bylo dosazeno vyznamného pokroku v cileném sekvenovani pomoci pfedem pfipravenych genovych
paneld, celoexomové sekvenovani by mohlo pfinést mnohem komplexnéjsi analyzu. Tento piistup by mohl
identifikovat i nové dosud nepopsané varianty, které tak mohou vést naptiklad k objeveni mechanismu, jakym
si nadorové bunky ziskaly rezistenci ¢i dal§ich znak® ovliviujici ucinnost 1é¢by. Kromé jiz zminénych SNV
bylo prokazano, ze pomoci WES mohou byt identifikované také riizné fuzni geny, prestavby gent ¢i rtizna
variabilita v poctu kopii specifickych usekd genomu [113-115].

Metaanalyza provedena skupinou Bos a kol., ukazala, ze citlivost v detekci SNV mezi ¢fDNA
tumorovou tkani je cca okolo 50 % - tzn. 50% SNV piitomnych v nddorové tkani je detekované také v cfDNA
[116]. Autofi diskutovali, co je divodem pomérné nizké citlivosti. Jednim z téchto parametr by mohl byt
biologicky material — idealnéjsi pro analyzu je cfDNA z plazmy, protoZe sérova cfDNA disponuje velkym
cfDNA pozadim, protoze v séru dochazi k lyzy lymfocytd, ze kterych se uvolituje DNA. Dal$im diivodem
milize byt také nizkd frakce ctDNA v ¢fDNA. Citlivost WES se zvySuje pfi analyze vzorku s frakci ctDNA
vy$$inez 25 %. Dosud byly publikované jen dvé studie zabyvajici se WES u KRK [117, 118]. Ve studii Toledo
a kol., analyzovali pomoci WES DNA z plazmy a tumoru od jednoho pacienta s mKRK, ktery mél jaterni i
plicni metastaze, ale nebyla u né&j pfitomna zadna mutace v “hot-spot” genech KRAS/NRAS/PIK3CA/BRAF.
WES analyza prokazala, Ze v cfDNA se také nevyskytovala mutace ve vySe zminénych genech. V cfDNA
detekovali 73 % mutaci, které byly detekovany i v tumoru, a navic v plazmé bylo objeveno 14 mutaci, které
nebyly identifikovany v nadoru. Jedna z téchto mutaci byla mutace v genu KDR (¢.2518C>T) vedouci ke
zméné v receptoru VEGFR [118]. Tato mutace byla nasledné potvrzena i pomoci PCR a testovana in vitro a
in vivo [119]. Autofi popsali, ze pravé tato mutace zpusobovala silnou rezistenci k antiangiogennim
terapeutikim. Druha studie pak analyzovala pomoci WES SNV v plazmé, mo¢i a tumorové tkani. Studie
zahrnovala 4 pacienty s mKRK. Shoda mezi témito biologickymi materialy se pohybovala mezi 28-57 %. Pti
porovnani plazmy a mo¢i jako zdroje cfDNA, byl pocet SNV 1 frakce tumorové ctDNA v cfDNA srovnatelny
[117]. Nékolik dalsich studii se zabyvalo WES analyzou u riiznych nadorovych onemocnénich a % shody mezi
cfDNA a DNA z tumorové tkan¢ se vétSinou pohybovalo od 50 % az po 99 % [120-124]. Nékolik studii vSak
popsalo identifikaci mutaci v ¢cfDNA, které naopak nebyly identifikované v tumorové DNA, a to véetné nasi
studie [52, 116, 123]. SNV detekované pouze v cfDNA odrazeji fakt, Ze jsou nadory tvoteny heterogenni

populaci bunék, a ne vzdy je mutacni profil identicky v celé nadorové tkani. V nasi studii se nam také povedlo
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popsat mutaci v genu DCC v cfDNA, ktera naopak nebyla nalezena v tumorové tkani. Jednalo se o pacienta
se Ctvrtym stadiem onemocnéni, coz znamend, ze mutace nemusela pochazet z primarniho nadoru, ale mohlo
se jednat o mutaci pochdzejici z metastatického tutvaru. DCC gen kdéduje protein DCC, ktery je
transmembranovym receptorovym proteinem podilejici se na navadéni ristu axoniti a byl popsan jako
potencidlni tumor supresorovy gen [125-127]. V tumorové DNA jsme identifikovali i dosud nepopsané
varianty s nejistym vyznamem. (GPR50 (c.1594A>G a c.1505_1516delCCACTGGCCACA), TPSDI
¢.274G>A (p.Ala92Thr), CPAMDS ¢.1022G>A (p.Arg341GlIn) a OBP24 ¢.367 _370del), jejichz vyskyt se lisil
mezi Spatnymi a dobrymi respondenty. Ve studii Saha a kol., popsali protein GPR50 jako upregulovany u
pacientii s hepatocelularnim karcinomem a autofi naznacili, Ze by se mohl podilet na zpomaleni progrese
nadorového onemocnéni piimou interakei s proteinem ADAM17 podilejici se na regulaci Notch signalizace
[128]. Pritomnost mutace tohoto genu u KRK pacientti potvrdila i studie Hendricks a kol. [129]. TPSD je
protedza jejiz funkce zatim nebyla piilis dobfe prozkoumana, ale mutace v tomto genu jiz jednou byla popsana
u pacientd s pankreatickym karcinomem [130]. Co se ty¢e genit CPAMDS a OBP2A, tak ty zatim nebyly
popsany v zadné studii v souvislosti s nadorovymi onemocnénimi.

Presto, Ze nase studie i spousta dalSich poukazuji na slibny pristup tekuté biopsie na poli onkologie,
stale jsou potfeba dalsi obsahlé vyzkumy. WES, ale i dalsi analyzy, které jsme aplikovali v naSich praci jsou
stale ve fazi vyvoje a vylepSovani technickych i biologickych parametrti, které by mohly zvysit senzitivitu a
specifitu téchto analyz. Zdokonaleni téchto metod by mohlo vést k identifikaci novych nadorovych

biomarkert, které by pomohly s personalizaci mediciny.

6. Zavéry

Nadorové biomarkery, které by pomohly s ¢asnou diagnostikou KRK ¢i KRA, ptedpovidaly odpovéd’
pacienta na vybranou 1é¢bu a pomohly tim precizni medicing, jsou stale dilezitym tématem védecké komunity.
V posledni dekade se do poptredi dostala ptedevSim tekutd biopsie, kterda mlze poskytnout rozsirenéjsi
informace o molekularnim stavu nadoru a pfinasi spoustu dalSich vyhod. Cilem naSich studii bylo dokazat, ze
miRNA, IncRNA a cfDNA mohou byt slibnymi biomarkery tekuté biopsie.

V plazmé RC pacientli byly identifikovany dvé miRNA (miR-122-5p a miR-142-5p), které byly
schopné nejenom rozliSit RC pacienty od zdravych kontrol, ale zaroven i predikovat odpovéd’ pacientli na
1é¢bu, a to jak u pacientl s primarnim RC, tak i metastatickym. Tumor-supresorovy potencial téchto miRNA
jsme potvrdili i v in vitro studiich. Potencial IncRNA jako novych nadorovych biomarkerti jsme prokézali pro
IncRNA MALATI. V nasi studii jsme identifikovali amplifikaci MALATI vyskytujici se v adenomové tkani,
ale chybgjici v ptilehlé mukoze. Expresni hladina MALATI v plazmé pak dokézala stratifikovat KRA a KRK
pacienty od CFI a také prokazala potencial prediktivniho biomarkeru u KRK pacienti. Pomoci WES jsme
porovnavali plazmatickou cfDNA a DNA pochazejici z nadorové tkané. V tumorové DNA se nam podatilo
popsat dosud nepopsané varianty spojené s odpovédi pacienti na terapii (GPR50 (c.1594A>G and
c.1505_1516delCCACTGGCCACA), TPSD1 c.274G>A (p.Ala92Thr), CPAMDS c.1022G>A (p.Arg341Gln)
a OBP2A4 ¢.367 370del). Prestoze n€které specifické mutace identifikované z tumorové tkané nebyly nalezeny

v ¢fDNA, povedlo se nam vsak identifikovat mutaci v genu DCC, ktera nebyla detekovana v tumoru.
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Tato disertacni prace navrhla, pfipadné ovéfila, nékolik potencialnich kandidatnich biomarkert tekuté
biopsie, které by mohly pomoci s ¢asnéjsi diagnostikou, zlepS$it progndézu onemocnéni a predikovat reakci
pacientit KRK na zvolenou 1é¢bu. I pies veskeré poznatky je potfeba dalSich nezévislych studiich, vEetné téch
klinickych, které by mohly tyto vysledky ovéfit na nezdvislé pocetnéjsi kohorté pacientd a ptipadné popsat

jejich presny biologicky mechanismus a tim zajistit jejich dal$i posun k zavedeni do klinické praxe.
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