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Souhrn

I ptes veskery pokrok na poli klinické i molekularni onkologie, ¢isla souvisejici
s incidenci a mortalitou kolorektalniho karcinomu (KRK) zlstavaji stale na nepftilis pfijatelné
urovni. V poslednich letech se do poptedi dostava tekutéd biopsie, cirkulujici biomarkery, ktera
oproti klasické biopsii, pfinasi spoustu vyhod, poskytuje véasné informace o heterogenité

nadoru a moznost opakovaného odbéru materialu.

Cilem této disertac¢ni prace bylo identifikovat nové kandidatni cirkulujici biomarkery
z fad mikroRNA, dlouhych nekodujicich RNA a volné DNA, které by mohly slouzit k ¢asnéjsi
diagnostice, lepsi progndze ¢i k predikci 1éc¢ebné odpovédi KRK pacienti a tim k dal§imu

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 rektdlnim karcinomem a jedince bez
nadorového onemocnéni, zarovent by mohly byt prediktivnimi ukazateli odpovédi pacientt (jak
s primarnim, tak 1 metastatickym KRK) na 1écbu. 2) Genova amplifikace dlouhé nekodujici
RNA MALATI by mohla byt dilezitym krokem ptechodu zdravé tkdné¢ v adenomovou.
MALATI v plazmé je nadmérné exprimovany u pacient s KRK a kolorektalnimi adenomy
oproti jedincim bez nadorového onemocnéni a pro KRK pacienty mé potencial prediktivniho
biomarkeru. 3) Volna DNA prokazala potencial odlisit od sebe dobré a Spatné respondenty viici

chemoterapii a dale detekovat mutace, které nebyly prokdzany v tkanové nadorové DNA.

Tato disertani prace navrhla n€kolik cirkulujicich diagnostickych, prognostickych i
prediktivnich biomarkerti pro KRK. Pro potvrzeni naSich vysledkii a nasledného zavedeni
téchto ukazatell do klinické praxe jsou vSak nezbytné dal$i nezavislé studie na vétSich
populacich a s nimi spojené mechanistické studie, které by detailnéji 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.



Seznam zKkratek

Ago — Argonaut

cDNA — komplementarni DNA

CEA — karcinoembryonalni antigen

ceRNA — kompetujici endogenni RNA

cfDNA — cell-free DNA

CFI — cancer-free individuals

CGH — komparativni genomova hybridizace
CIMP — hypermetylatorovy fenotyp

CIN — chromozomov4 nestabilita

CR — Ceska republika

CT - pocitacova tomografie

ctDNA — cirkulujici tumorovd DNA

DGCRS — DiGeorge Syndrome critical region 8
DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium
EGF — epidermalni rstovy faktor

EGFR — receptor pro epidermalni riistovy faktor
EVs — extracelularni vezikuly

FIT — fekalni imunohistochemicky test

gFOBT — gajakovy test na okultni krvaceni
IKEM - Institut klinické a experimentalni mediciny
KRA — kolorektalni adenom

KRK — kolorektalni karcinom

IncRNA — dlouh¢ nekodujici RNA

miRNA — mikroRNA

mKRK — metastaticky kolorektalni karcinom
MRE — miRNA reponse element

MSI — mikrosatelitova nestabilita

NGS — next-generation sequencing

RC — rektalni karcinom



RPMI — Roswell Park Memorial Institute
RT-qPCR - real-time quantitative polymerase chain reaction
SNV — single nucleotide variant

WES — whole-exome sekvenovani
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1. Uvod

Kolorektéalni karcinom (KRK) je jednim z nej¢astéji se vyskytujicich nadort a jednou
z nejcastéjSich pric¢in umrti (Siegel et al., 2023). Celkové prezivani u KRK se 1isi mezi
jednotlivymi stadii onemocnéni. Pro stadium I je Sance pétiletého preziti nejvyssi — az 90 %,
bohuzel ale pro ¢tvrté stddium, charakterizované vyskytem vzddlenych metastaz, klesa az na
11-14 % (Sung et al., 2021; Wang, Li, et al., 2020) Z tohoto divodu je potieba identifikovat
KRK v co nejcasnéjsich stadii, ptipadné 1 ve fazi jejich prekancerdzni 1éze — adenomu.
Umrtnost KRK ovliviuje, kromé stadia onemocnéni, také spravné zvolena terapie. Nadorové
biomarkery, které by pomohly s ¢asnou identifikaci KRK ¢i by odrazely odpoveéd’ pacienta na
vybranou 1écbu a tim pomohly s personalizaci mediciny, jsou stile v popfedi zdjmu mnoha

védeckych skupin (Gbenedio et al., 2019; Chidimatsu et al., 2023; Keenan & Frizelle, 2022).

Dosud provedené klinické vyzkumy poukazaly na to, Ze tekuté biopsie miize poskytnout
roz§itengjsi informace o molekularnim stavu nadoru nez klasicka biopsie (Corcoran, 2020).
Tekutou biopsii mizeme definovat jako sbér a analyzu biomarkeri derivovanych od nadoru,
ale vyskytujicich se v krvi ¢i jinych télnich tekutinach. Mezi velmi slibné kandidaty na
cirkulujici nddorové biomarkery patii predevsim volnd DNA ¢i nekddujici RNA. Kromé toho
pfinasi tekutd biopsie oproti biopsii tradi¢ni n€kolik vyhod, jako je moznost opakovaného
odbéru vzorku a s tim spojend moznost monitorovani onemocnéni v redlném case, minimalni

invazivita a finan¢ni nenarocnost (Bai & Zhao, 2018).

Cilem této dizertacni prace byla analyza a nasledné zhodnoceni potencialu cirkulujicich
nukleovych kyselin jako diagnostickych, prognostickych a prediktivnich biomarkeri pro KRK.
Dizertaéni prace se skladd z 5 plvodnich praci a je doprovazena 5 piehledovymi ¢lanky
shrnujici shodnou tématiku. Prace byly publikovany v letech 2019-2023 (kapitola 11 —
Publikaéni aktivita). Prezentované vysledky shrnuji jako komentovany soubor péti vlastnich

pvodnich publikaci.
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2. Kolorektalni karcinom
2.1 Epidemiologie

Nadorovad onemocnéni jsou celosvétové druhou nejéastéjsi (po kardiovaskularnich

onemocnénich) pti¢inou tmrti (Siegel et al., 2023).

Podle serveru Globocan (https://gco.iarc.fr), byl pro rok 2020 KRK celosvétove tretim
nejCastéjSim nadorovym onemocnénim a druhou nejcastéjSi pfi€inou Umrti spojenou
s nddorovymi onemocnénimi (Obrazek €. 1). Stejné pticky v Zebficku incidence a mortality
potvrdila 1 nov¢jsi studie z roku 2023 zabyvajici se statistikou nadorovych onemocnéni ve
Spojenych statech americkych (Siegel et al., 2023). Celosvétove v roce 2020 ptibylo téméf 2
miliony novych piipadi a bohuzel témét 1 milion pacientii s touto diagndézou zemielo. Prave
Evropa zaujima po Asii druhou pficku jak v incidenci KRK, tak v mortalité (Ferlay et al., 2021).
V roce 2040 se ptedpoklada, ze by pocet ptipadii mohl narist az na 3 miliony. U mortality se

predpokladé zvySeni z cca 1 milionii imrti na 1,5 miliond (Ferlay et al., 2021).

Incidence nadoru, celosvétové, v % Mortalita nadori, celosvétové, v %

Karcinom
prsu
12% Karcinom plic
18%

Karcinom plic

11% )
Karcinom tlustého

DStat:;;édorv | Karcinom tlustého e G f streva a konecniku
0 1

stfeva a koneéniku 49% o

10% Karcinom jater
8%
Karcinom

Karc, Karc, Prostaty Karcinom

el Bl g, zaludku

jater Zaludku Karcinom'  ga,

5% 6% prsu

7%

Obrazek .1 — Incidence a mortalita nejcastéjsich typu nadori, celosvetove, zdroj: Globocan 2020
(https://gco.iarc.fr), viastni zpracovani

v v

Ceska republika (CR) se v minulosti fadila mezi zemé s nejéastéjsi incidenci
1 mortalitou pravé KRK. I kdyz lokélni statistiky ukazuji na postupny pokles v incidenci
i mortalit¢ KRK pacienti (Obrazek €. 2; https://svod.cz), 1 tak jsou cisla stdle vysoka
a predpoklada se opétovny nartist. Podle Globocan (https://gco.iarc.fr), dojde v roce 2040 oproti
roku 2020 k nartstu poctu piipadit z 8350 na 10800 a nartstu umrti z 3220 piipadi na 4550
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piipadi (cca tedy o 30 %) (Obrazek & 3). CR zaznamenala nejvétsi vyskyt piipadi KRK
u pacientl ve véku cca 65-75 let, nicméné jak v CR, tak i celosvétové, dochazi k postupnému
nartistu pripadud, ale i umrti, u pacientd mladsich 50 let (Siegel et al., 2023; https://svod.cz).
Hlavnim divodem pak muze byt nedostatecny zajem o prevenci ve formé nékteré ze

screeningovych metod a zaroven jejich neproplaceni zdravotni pojistovnou pied 50 rokem.

Vyvoj incidence a mortality v Ceské republice v
letech 1980-2020

50

40 /_/—/\_\\
30
20 /__’_f \_—

10

0
1980 1985 1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020

e ncidence == |Vlortalita
Obrdzek & 2 — Vyvoj incidence a mortality v Ceské republice v letech 1980-2020, zdroj: SVOD

(https://svod.cz), vlastni zpracovani

Predikce incidence a mortality v Ceské
republice (2020-2040)
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Obridzek & 3 — Predikce incidence a mortality v Ceské republice mezi lety 2020-2040, zdroj:
Globocan (https.//gco.iarc.fr), viastni zpracovani
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2.2 Vznik kolorektalniho karcinomu

KRK je heterogenni onemocnéni, jehoz vznik pfedstavuje mnohastupiiovy proces, ktery se
vyznaCuje postupnou kumulaci histologickych, morfologickych, genetickych, ale
i epigenetickych zmén, které vedou k pfechodu znormdlni stfevni mukédzy ke vzniku
prekancer6zni 1éze, adenomu a néasledné az ke vzniku karcinomu (Fearon & Vogelstein, 1990).
Nejcastéjsi drahy vzniku KRK jsou znazornény na obrazku €. 4 a patii mezi né: cesta
chromozomalni nestability (CIN), cesta mikrosatelitové nestability (MSI) a cesta

metylatorového fenotypu (CIMP) (Carethers & Jung, 2015).

Nejvyssi procento (65-70 %) sporadickych nadorti vznikd na zékladé¢ zmén v CIN. Tato
cesta je charakterizovana chromozomovymi zménami zahrnujici zmény v poctu somatickych
kopii genli zplsobenych aneuploidii, delecemi, inzercemi, amplifikacemi nebo napiiklad
ztratou heterozygozity (Al-Sohaily et al., 2012; Pino & Chung, 2010). Tyto aberace vznikaji
vlivem defektu vzniklého béhem segregace chromozomu (napiiklad nespravnd segregace
sesterskych chromatid, abnormdlni pocet centrozomil, dysfunkce telomer ¢i defekty
v mitotickych kontrolnich bodech). Pti CIN dochdzi k mutacim v mnoha tumorsupresorovych
genech (jako naptiklad APC ¢i TP53) a aktivujicim mutacim v onkogenech (naptiklad KRAS ¢i
PIK3CA). Inicia¢ni mutace v genu APC, ktera je spojena s aktivaci Wnt signaliza¢ni drahy, se
vyskytuje u cca 80 % téchto karcinomil a jejim vysledkem je formovéani prekancerdzniho

adenomu (Nguyen et al., 2020; Segditsas & Tomlinson, 2006).

MSI cesta je cesta spjata s mutacemi v tzv. mutatorovych genech jejichZz funkci je
oprava mutaci v mikrosatelitech. Mikrosatelity jsou kratké repetitivné sekvence, které se
vyskytuji kdekoliv genomu a jsou charakterizovany vyssi frekvenci vyskytu mutaci (tzv.
mismatches) vzniklych pti replikaci (Li et al., 2020). Nejznaméj$Sim mutatorovym genem je gen
MLHI, ktery byva nejCastéji mutovan u hereditarniho nepolypdézniho KRK syndromu —
Lynchiiv syndrom (Bonadona et al., 2011). Tato cesta je typicka pro cca 15 % KRK ptipada
(Sinicrope & Sargent, 2012).

Tteti cestou je pak cesta metylatorového fenotypu, n€kdy nazyvana také jako seratni
cesta. Tato draha je charakterizovana metylacemi CpG ostrivkll v promotorovych oblastech
gent, ¢imz dochazi k uml€eni exprese téchto gent a ty tim ztraci svoji funkci (Nazemalhosseini
Mojarad et al., 2013). Jednim z nejc€astéji hypermetylovanym genem u KRK je opét gen MLH1
(Li et al., 2013).
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, stfevni epitel ¢asny adenom pozdni adenom karcinom
Schéma

: T vzniku KRK = “ .
Dréh.v"'"\..__% RS Ve oo WD e = o6 e
vzniku KRK

Cesta chromozomalni kumulace mutaci v protoonkogenech a tumorsupresorovych genech (APC, KRAS, TP53, PIK3CA)

nestability - nariist chromozomalni nestability
Cesta mikrosatelitové mutace v tzv. mismatch repair genech (MLH1, MSH2, PMS2) = hromadéni chyb v
nestability mikrosatelitovych oblastech — vznik mikrosatelitové nestability
Cesta metylatorového hypermetylace promotorovych oblasti geni = umlceni funkce genti (MLH1)
fenotypu Casto doprovazena také mutaci v genu BRAF

Obrazek ¢. 4 — Prehled cest vedouci ke vzniku kolorektdlniho karcinomu, viastni zpracovani

2.3 Rizikové faktory a klasifikace KRK

Rizikové faktory KRK mtizeme rozdé¢lit na dvé skupiny — ovlivnitelné a neovlivnitelné.
Mezi ty neovlivnitelné patii naptiklad vek, dédicnost ¢i také rasa (Lansdorp-Vogelaar et al.,
2012; Rawla et al., 2019). Ve studii Lewandowska a kol. navic kromé& vyssiho rizika se
zvySujicim se vékem identifikovali také spojitost se vzdé€ldnim a mistem bydlisté
(Lewandowska et al., 2022). Cca 5-10 % ptipadi KRK piedstavuji hereditarni nadory, které
vznikaji na podkladu hereditarniho onemocnéni, které je zpiisobeno mutaci v predispozi¢nich
genech a jsou charakterizovany vysokym rizikem vzniku KRK. Pfikladem takového
onemocnéni familiarni adenomatézni polypdza zpisobend mutaci v genu APC ¢i Lynchiv
syndrom (hereditarni nepolypézni KRK, HNPCC) zptsobeny mutaci v mutatorovych genech
(naptiklad gen MLHI) (Rawla et al., 2019). Chronickd onemocnéni traviciho traktu patii také
do skupiny téchto neovlivnitelnych faktorii. Piikladem muze byt ulcerdzni kolitida, ktera
zvySuje riziko az 2,5krat (Jess et al., 2012). Tyto zanétliva onemocnéni stfev Casto souvisi
s vyskytem KRK v mladém véku (Danial et al., 2022). Nékteré novéjsi studie poukazuji také
na souvislost cystické fibrozy s vyS§im rizikem vzniku KRK (Birch et al., 2022; Yamada et al.,

2018).

Vznik sporadické formy KRK (cca 2/3 ptipadl), kterou miizeme definovat jako nador,
ktery nevznikd na zdklad¢ rodinné anamnézy ¢i zarodecné mutace, ale mutace somaticke, je
Casto doprovazen ne¢kterym z ovlivnitelnych rizikovych faktori (Carethers & Jung, 2015; Sin
et al., 2023; Yamagishi et al., 2016). Tyto faktory souvisi pfedev§im s Zivotnim stylem. Mezi

tyto faktory patii nizka fyzicka aktivita, strava bohata na tuky, vyssi kaloricky ptijem, vyssi

15



piijem Cerveného masa, ale také kouieni a vysoka konzumace alkoholu (Bagnardi et al., 2015;
Lewandowska et al., 2022; Murphy et al., 2019; Wang et al., 2021). Kromé& vysokého BMI,
muze obezita dospé€lych ale i adolescentl také zasadné€ ovlivnit vyskyt KRK v dospélosti (Li et

al., 2021; Suzuki et al., 2021).

2.4 Screening a 1écba KRK

2.4.1 Screening

Screening muiZeme definovat jako vySetfeni, které mulZe odhalit onemocnéni
v ¢asnéjSich stadiich, kdy jsou pacienti jesté bez pfiznakd a hlavnim cilem screeningu je tedy
snizit umrtnost daného onemocnéni (Gordon, 2010). U lidi bez zvySeného rizika (naptiklad bez
rodinné predispozice) je pravidelny screening KRK doporuc¢ovany od 50 let (Force et al., 2021;
Wilkins & Shields, 2009). Mezi nejcastéji pouzivané screeningové metody v oblasti
diagnostiky KRK patii testy na okultni krvaceni do stolice a endoskopické vysetieni (Ebell et
al., 2018). V soucasné dob¢ se také testuje velké mnozstvi genetickych neinvazivnich markeri
vyskytujicich se v krvi a stolici, které by v budoucnu mohly mit své misto v zakladnich

screeningovych metodach KRK (Bastaminejad et al., 2017; Tibble et al., 2001).

Testovani krve ve stolici je na rozdil od jinych screeningovych metod neinvazivni, lehce
a levné proveditelné vySetteni. Rozvoj KRK je spjat s vyskytem slabsiho krvaceni, které mtze
byt detekovatelné ve stolici, a to jesté predtim, nez se u pacienta objevi jiné ptiznaky (Bretthauer
etal., 2022). Nejcastéji je udavano, Ze by v ramci prevence méli toto vySetieni podstupovat lidé
starSich 50 let kazdy rok (Force et al., 2021). V ptipadé¢ pozitivniho vysledku je potieba tento
test overit pomoci endoskopického vysetieni. Miize se totiz také jednat o faleSné€ pozitivni
vysledek, protoze se krev muze dostat do stolice také z diivodu jiného zanétlivého onemocnéni
¢i naptiklad z n€kterych potravin jako je napiiklad ¢ervené maso (Roslani et al., 2012). Pravé
tyto falesné¢ pozitivni vysledky se tykaji pfedev§im tzv. guajakového testu na okultni krvaceni
(gFOBT), ktery je zalozeny na chemické reakci guajakové pryskytice s hemoglobinem (Cooper
et al.,, 2020). Pravé pro jeho nizkou specifitu je gFOBT v posledni dobé nahrazovan
imunohistochemickymi testy (FIT), které jsou zalozeny na stanoveni mnoZstvi lidského
hemoglobinu pomoci specifickych protilatek (Doubeni et al., 2016). Vyssi specifita i vyssi
senzitivita téchto testii oproti gFOBT byla prokézéana jiz n¢kolika studiemi (Guimaraes et al.,

2019).
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Endoskopickd vySetieni jsou oproti testim na okultni krvaceni do stolice
charakterizovdna vysokou piesnosti a citlivosti, nebot’ je diky nim mozné nahlédnout pfimo na
cely wvnitiek tlustého stieva. Hlavnim cilem endoskopie je jak detekce potencidlnich
prekanceroznich 1ézi, ale také piimo jejich okamzité bezbolestné odstranéni. Toto vySetieni je
na rozdil od pfedeslych testll invazivni a nese s sebou neékteré nevyhody (jako napiiklad vyssi
cena, riziko krvaceni a perforace stieva ¢i ruzné dietni opatieni (Gordon, 2010).
Nejpouzivanéjsi endoskopické vySetteni je kolonoskopie, pii které dochazi k vysetieni celého
stfeva a je provazena mnoha dietnimi ale 1 jinymi opatfenimi véetné podani sedativ (Bretthauer
et al., 2022). Kombinace FIT testd a kolonoskopie podle studii pfedstavuje idedlni kombinace
snizujici incidenci a umrtnost na KRK (Ko et al., 2019; Lauby-Secretan et al., 2018).

2.4.2 Lécba

Zvoleny zplsob 1écby pacientli s KRK zdvisi kromé 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 funkéni) mezi nadory tlustého
stteva a kone¢niku (RC), které maji vliv 1 na vybér 1é€by (Paschke et al., 2018; Tamas et al.,
2015). Standardem 1é€by KRK je chirurgické zékrok, jehoZ cilem je kompletni odstranéni

tumorového loziska.

V nékterych ptipadech je potfeba pfed chirurgickym zékrokem z diivodu zmenSeni
velikosti nddoru aplikovat tzv. neoadjuvantni (pfedoperacni) 1é€bu. Okolo 70 % RC je
diagnostikovano jako tzv. lokalni pokrocilé karcinomy rekta, které odpovidaji klinickému
stadiu II-III, a pravé u téchto typti nadori byva neoadjuvantni 1é¢ba vyuzivana nejCastéji.
U tohoto typu nadoru spociva terapie nejcastéji v kombinaci chemoterapie a radioterapie a jejim
cilem, krom¢ zmenSeni velikosti nadoru, je také snizeni rizika recidivy (Wagner et al., 2010).
U karcinomu tlustého stfeva byva neoadjuvantni terapie nafizena mén¢ Castéji a nejcastéji se
jedné o chemoterapii na bazi cytostatik — 5-fluorouracilu (5-FU) a oxaliplatiny (Karoui et al.,
2020). Nevyhodou neoadjuvantni 1é€by naopak muze byt vy$$i moznost intraoperacniho

krvaceni béhem nasledujiciho chirurgického zakroku (Braendengen et al., 2008; Li et al., 2016).

Po chirurgickém zékroku miiZze byt dale na zaklad¢ histologického vySetfeni nasazena
adjuvantni terapie jejimz cilem je Uplné odstranéni zbylych nadorovych bunék a tim dalsi

snizeni Sance na recidivu nadoru. Chemoterapie je vEtSinou nasazend pacientl se stadiem I1-111.
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Vétsinou je doporucovano zahdjit adjuvantni chemoterapii cca 8 tydnii po operaci, avSak
nem¢ély by byt zahdjena po vice nez 6 mésicich od operace, protoze v této dob¢ jiz zasadné
dochazi k poklesu efektivity terapie (Des Guetz et al., 2010; Gao et al., 2018). Nejcastéji
pouzivanych chemoterapeutikem je 5-FU, analog pyrimidinu, ktery je schopen inhibovat
replikaci DNA, a ktery se nejCastéji vyuziva v kombinaci s metabolitem kyseliny listové — tzv.
leukovorin (Francini et al., 1994; Taieb & Gallois, 2020; Vodenkova et al., 2020). V posledni
dobé¢ bylo prokazano, ze praveé kombinace riznych chemoterapeutik zlepsuje odpoveéd pacientti
na chemoterapii a tim 1 pfezivani pacientii — v kombinaci s 5-FU a leukovorinem se pouziva

nejcastcji oxaliplatina (tzv. FOLFOX rezim) (Andre et al., 2004; Qingwei et al., 2020).

V kombinaci s chemoterapii, ptfedevS§im u mKRK, se jest¢ vyuzivd tzv. cilend
biologicka 1éc¢ba zaloZend na monoklonélnich protildtkach (Rodriguez et al., 2007; Xie et al.,
2020). Hlavnimi prostfedniky cilené 1é¢by jsou malé molekuly — monoklonalni protilatky, které
mohou proniknout do nadorovych buné¢k, inaktivovat specifické enzymy a tim narusit
proliferaci, diferenciaci a migraci nadorovych bunék (Xie et al., 2020). Mezi prvni schvalené
biologické léky patii cetuximab a bevacizumab. Cetuximab je monoklonalni protilatka, ktera
cili na receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR) a to pak vede k inhibici rastového
signalu pro nadorovou bunku (Baselga, 2001; Liu et al., 2023). Dal$im biologickym Iékem je
bevacizumab, ktery cili na receptor pro vaskularni endotelialni rastovy faktor, jehoz funkci je
podpora angiogeneze, ktera je diilezita pro rist nadoru (Ferrara & Kerbel, 2005; Stathopoulos
et al., 2010). Nenov¢jSim typem terapie je pak imunoterapie, pii které dochdzi ke stimulaci
imunitniho systému, jsou pak protilatky blokujici receptor PD-1 a jeho ligand PD-L1 (Jiang et
al., 2019). PD-1 ve vazbé se svym ligandem aktivuje dalsi signalni drahy, které brani proliferaci

T-lymfocyt a znemozni jejich funkei (Liu et al., 2021).

Ptes veskeré pokroky v nddorové terapii, prezivani KRK nedosahuje pfilis vysokeé
uspésnosti, a dokonce u mKRK je pétileté prezivani pouze okolo 11-14 % (Siegel et al., 2023;
Sung et al., 2021; Wang et al., 2020). Z tohoto dlivodu stale pokracuje Usili o nalezeni novych
indikatort, které by umoznily, kromé ¢asnéjsi diagnozy, také predpovidat odpovéd’ pacienta na

vybranou léc¢bu a tim nastavit efektivnéjsi individualizovanou 1écbu. A pravé hledani novych

nadorovych biomarkert je hlavnim pilifem personalizované nebo precizni mediciny.
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3. Biomarkery

Biomarker je jakykoliv objektivné méfitelny a hodnotitelny znak, ktery se méfi jako
indikator normalnich biologickych procest, 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
pritomné v organismu v dusledku vzniku a vyvoje maligniho procesu (Dufty, 2013). Idealni
nadorovy biomarker by mél byt takovy biomarker, ktery s dostatecnou senzitivitou a specifitou
odli$i naddorovy a nenddorovy proces (Srivastava & Gopal-Srivastava, 2002). Nadorovymi
biomarkery mohou byt proteiny, nukleové kyseliny, protilatky ¢i rizné biochemické

modifikace.

Nadorové biomarkery jsou rozliSovany na diagnostické, prognostické a prediktivni.
Diagnosticky biomarker je takovy biomarker, ktery stanovuje ¢i potvrzuje pfitomnost
nadorového onemocnéni (Califf, 2018). Prognosticky biomarker urcuje zvySenou nebo
snizenou pravdépodobnost, Ze se u pacienta s ur¢itym nadorovym onemocnénim objevi néjaka
specificka klinicka udalost — naptiklad progrese onemocnéni, rozvoj metastazi, vznik relapsu
¢1 umrti. Prediktivni biomarker je takovy biomarker, ktery ptfedpovida, zda konkrétni 1écba
bude u pacienta u¢inna. Takovy biomarker pak miZe pomoci lékaftim pfi vybéru nejucinngjsi

1écby (Davis, 2017; Sechidis et al., 2018).

U KRK bylo zavedeno do klinické praxe jen nékolik biomarkert a jejich stanovovani
Jiz probihd na denni bazi. Stanoveni pfitomnosti mutace genu KRAS se stalo jednim
monoklonalni protilatky cetuximabu, ktera cili na receptor pro epidermalni ristovy faktor
(EFG) a je jednou z nejcCast&jSich terapii u metastatického KRK (Brand & Wheeler, 2012; Xie
et al., 2020). KRAS je protoonkogen pattici do skupiny RAS genii. Tato rodina kdduje malé
proteiny, které jsou schopné vazat GTP a maji tim vyznamnou roli v bunééné signalizaci
a komunikaci (Brand & Wheeler, 2012; Jancik et al.,, 2010). V ptipadé, ze je KRAS
nemutovany, je signdlni dréha EGFR standardné regulovana — po navéazani ligandu dochazi
k dimerizaci receptoru, aktivaci receptorové tyrozinkinazy a nasledné k aktivaci KRAS, ktera
pak aktivuje dalsi signdlni kaskadu. Pacienti, ktefi ale nesou mutaci v tomto genu, na tento typ
cilené 1écby neodpovidaji. Diivodem je pravé pritomnost mutace, kterd ma za nésledek vznik
trvale aktivniho onkoproteinu, ktery je nezavisly na EGF (Lin et al., 2016; Van Cutsem et al.,

2011).
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Jednim z nejrozsifengjSich nadorovych markeri je karcinoembryonalni antigen (CEA),
ktery byl poprvé identifikovan vroce 1965 (Gold & Freedman, 1965a, 1965b). Gold
a Freedman pojmenovali tento antigen karcinoembryonalni pravé z toho divodu, Ze byl
identifikovan pouze v embryonalni a nadorové tkani, ale nevyskytoval se pak v dosp€lych
zdravych stievech (Goldstein & Mitchell, 2005). Pozd¢ji bylo prokazano, ze se CEA sice
vyskytuje 1 ve zdravé tkani, ale v nékolikanasobn¢ mensich koncentracich (Boucher et al.,
1989). Prave detekce CEA v séru pacientli s KRK byla zakladnim kamenem pro dal$i vyzkum
tohoto antigenu jako biomarkeru (Thomson et al., 1969). Nyni je CEA nejvice pouzivanym
nadorovym biomarkerem, jak u KRK, tak i u jinych typl malignit. Byla prokdzana jeho
korelace se stddiem onemocnéni, stupném diferenciace ¢i naptiklad lokalizaci nadoru
(Livingstone et al., 1974; Topdagi & Timuroglu, 2018). Kromé& diagnostického potencialu
u KRK, bylo popsano uziti CEA ve stanoveni progndzy pacienta — pacienti, ktefi meli vyssi
pfedoperacni hladinu CEA byly charakterizovany hor$i prognézou onemocnéni nez ti s niz§imi
koncentracemi (Huang et al., 2018; Nakagoe et al., 2001) a zaroven vysoké hladiny CEA byly
asociovany s niz$i uspés$nosti 1écby (Holyoke et al., 1975; Yu et al., 2018). V kombinaci s CEA
se dale stanovuje tumor asociovany antigen CA-19-9, ktery byl poprvé popsan v roce 1979
(Koprowski et al., 1979). ZvySené hladiny tohoto markeru jsou asociovany piedev§im
s pankreatickym karcinomem ¢i s gastrointestinalnimi nadory véetné KRK (Nakayama et al.,
1997; Vukobrat-Bijedic et al., 2013). Bohuzel tento marker nema dostatecnou specifitu a jeho
zvySené hladiny nemusi souviset s malignim onemocnénim, ale mize se tfeba také jednat
o nemaligni onemocnéni, jako jsou cirhéza jater, diabetes ¢i endometrioza (Fiala et al., 2018;

Kim et al., 2020).

I pfes nesporny pokrok v diagnostice a 1écbé nadorovych onemocnéni neni t¢innost
terapie piili§ uspokojiva. Z tohoto ditvodu se stale usiluje o nalezeni novych biomarkerd, které
by umoznily personalizovat 1é¢bu ¢i Casnéji odhalit nddorové onemocnéni. Kromé pozitivniho
dopadu na incidenci a mortalitu naddorovych onemocnéni je potfeba také nalézt takoveé
biomarkery, které by mély pozitivni efekt na ekonomické dopady. Mezi pomérné nové metody

patii i tekuta biopsie, kterd kromé ekonomické nendro¢nosti pfinési i spoustu dalsich vyhod.
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4. Tekuta biopsie

Tradi¢ni (tkanova) biopsie je nezbytny tikkon pro pacienty s nadorovymi onemocnénimi
— poskytuje nam zasadni informace pro stanoveni diagnézy, progndzy i vybér vhodné terapie.
Tento typ biopsie je zaloZen na odebrani nadoru ¢i jeho ¢asti béhem invazivniho opera¢niho
vykonu, ptfipadné béhem kolonoskopického vySetfeni. Tato metoda je kromé nékolika rizik
doprovazena i n¢kolika nevyhodami. Jedna z hlavnich nevyhod mtize byt nemoZznost ziskani
celého novotvaru, ale pouze (mnohdy nereprezentativniho) kousku tkané. Vzhledem k tomu,
ze jsou nadory velmi heterogenni, odebrany kousek nemusi odpovidat stejnému molekularnimu
profilu jako zbytek nadoru. Dalsi obrovskou nevyhodou je pak problém opétovného ziskavani
vzorku, ktera pak znemoziuje sledovani odpovédi pacienta na 1é€bu ¢i identifikaci pfitomnosti
recidivy naddoru. To mulze byt problematické napiiklad pro metastdze, které se neustile

prostorove i ¢asoveé vyvijeji v reakei na danou 1é¢bu (Ilie & Hofman, 2016; Lone et al., 2022).

Tyto invazivni techniky zacinaji byt pomalu nahrazovany neinvazivnimi metodami,
které mizeme souhrnné nazvat pojmem “tekutd biopsie” (anglicky liquid biopsy). Tekuta
biopsie je tedy alternativni metoda tkanové biopsie, ktera oproti tkanové biopsii disponuje
nékolika vyhodami. Kromé minimalni invazivity a finan¢ni nenaro¢nosti je hlavni vyhodou této
biopsie moznost opakovaného odebrani vzorku, a tudiZ moznost monitorovani onemocnéni
v realném case (Hirahata et al., 2022). To miZe byt pak vyuZito naptiklad pro monitorovani
odpovédi pacienta na 1é¢bu, kdy se jeho molekuldrni profil neustale méni a diky tekuté biopsii
muZeme objevit diive napfiklad chemorezistenci ¢i probihajici relaps. Porovnani tradi¢ni
a tekuté biopsie shrnuje Obrazek €. 5. Zaklad tekuté biopsie tvoii izolace nukleovych kyselin
¢i nadorovych cirkulujicich bun€k z riznych télnich tekutin, kterd je nasledovana dal§imi
geonomickymi ¢i proteomickymi analyzami (Obrazek €. 6). Nukleové kyseliny v krevnim
ob¢hu byly popsany v roce 1948, nicméné ve spojitosti s nddorovym vyzkumem se do popiedi
dostaly az v roce 1970, kdy ve studii Leon et al., byla popséna asociace zvySend koncentrace
DNA v séru s vyskytem metastdz a se Spatnou odpoveédi pacienta na 1écbu (Leon et al., 1977,

Mandel & Metais, 1948).
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Obrdzek ¢. 5 — Shrnuti vyhod a nevyhod tekuté a tradicni biopsie, vlastni zpracovani
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Obrdazek ¢. 6 — Schéma zobrazujici princip tekuté biopsie, viastni zpracovani
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4.1 MikroRNA

MikroRNA (miRNA) jsou malé nekodujici RNA, které jsou dlouhé cca 22 nukleotidu.
MiRNA ovliviiuji post-transkripéné genovou expresi RNA pomoci procesu RNA interference
(Zhuo et al., 2013). Pocet miRNA neustale nartsta, v sou¢asné dob¢ dle databdze miRBase

(verze 22.1) bylo identifikovéna jiz 38 589 prekurzorovych miRNA.

Prvni popsanou miRNA se stal v roce 1993 tisek RNA u Caernohabditis elegans, pozdéji
pojmenovany lin-4. Ambros a kol. objevili, ze tento isek RNA nekoduje protein, ale zaroven
objevili, ze interaguje sjinou RNA — lin-14, kterou lin-4 post-transkripéné tlumi skrz
vzajemnou sekvencni komplementaritu v 3"'UTR mistech (Lee et al., 1993). Druhou popsanou
miRNA byla pak let-7 vroce 2000. Dokonce bylo zjisténo, ze tato miRNA je vysoce
mezidruhové konzervovana a objevuje se u rdznych zivociSnych druht, vcetné cloveka

(Reinhart et al., 2000).

4.1.1 Biogeneze a funkce mikroRNA

Biogeneze miRNA je, oproti strukturnim genlim, sloZzit&jsi proces, ktery se 1isi také
v ramci bunéénych typll (Wang et al., 2019). NiZe se budu zabyvat biogenezi v ramci Zivo¢i$né
bunky.

Geny pro miRNA se nejcastéji vyskytuji v intronovych oblastech a piepis této DNA je
zprostiedkovan prostfednictvi RNA polymerazy II za vzniku — pri-miRNA (Lee et al., 2004).
Pri-miRNA je dale upravovana pomoci komplexu né€kolika proteinti — mikroprocesorového
komplexu (Denli et al., 2004). Tento komplex se skladd z RNA vazebného proteinu DiGeorge
Syndome Critical Region 8 (DGCRS8) a ribonukledzy III, nazyvané Drosha. DGCRS je
zodpovédny za rozpoznani pri-miRNA tim, ze rozpozna jeji N6-metyloadenylovou sekvenci
GGAC, zatimco Drosha rozstiithava pri-miRNA (Alarcon et al., 2015; Han et al., 2004).
Vysledkem je vznik vlasenkové struktury o délce zhruba 70 nukleotidi s 3 pfecnivajicim
koncem s pifesahem dvou nukleotidl, ktera se pak oznacuje jako pre-miRNA nebo prekurzova
miRNA (O'Brien et al., 2018). Vznikl4 pre-miRNA je déle aktivné transportovana skrze jaderné
pory z jadra do cytoplazmy pomoci komplexu exportinu 5/Ran-GTP komplexu (Yi et al., 2003)
(Wu et al.,, 2018). V cytoplazmé je pre-miRNA rozpoznidna enzymem Dicer — RNA III
endonukledzou, kterd v komplexu s proteinem TRBP odstrani termindlni vlasenku za vzniku

maturované dvouretézcové miRNA (Wilson et al., 2015; Zhang et al., 2004). Na tento duplex
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se poté navaze protein Argonaut (Ago), ktery je schopen dvouvlaknovou strukturu rozplést.
Jedno vlakno, které se nazyva vedouct, zlstava navazano na Ago protein za vzniku tzv. RNA-
induced silencing complex (RISC komplexu). Druhé vldkno, tzv. passenger vlakno, je poté
v cytoplazmé degradovano a oznacuje se jako miR* (Gebert & MacRae, 2019; O'Brien et al.,
2018). O tom, jaké z vlaken bude vedouci, rozhoduje stabilita parovani. Vedouci fetézec je ten,
ktery je méné stabilni na 5'konci duplexu miRNA/miRNA* (Meijer et al., 2014). RISC
komplex pak interaguje s cilovou mRNA pomoci komplementarni sekvenci na 3"UTR, kter¢é se
nazyvaji miRNA response element (MRE) (Didiano & Hobert, 2008). V posledni dob¢ také
studie ukazuji na to, ze miRNA se mohou vézat také do oblasti 5'-UTR a kodujicich ¢i
promotorovych sekvenci (Orom et al., 2008; Zhang et al., 2014). Stupeit komplementarity MRE
pak urcuje, zda dojde kuplné¢ degradaci cilové mRNA, kterd je spojena s uplnou
komplementaritou ¢i k inhibici translace (neuplna komplementarita). V piipadé tuplné
komplementarity, dochazi k aktivaci endonukledzové aktivity Ago proteinu a k nastfihani

cilové mRNA (Peng & Croce, 2016).

Degradace ¢i translacni inhibice cilové mRNA vede ke znemoznéni exprese proteinu.
Takovy protein miiZe v buiice prave slouzit jako tzv. tumorsupresor ¢i onkoprotein a tim mohou
byt miRNA zapojeny do procesu karcinogeneze (Peng & Croce, 2016). MiRNA, ktera jsou
kategorizovana jako tumorsupresorova, je miRNA, ktera cili na onkogeny a jejich koncentrace
je vnadorové tkani sniZzena. Naopak miRNA s onkogennim potencidlem potlacuji expresi
tumorsupresorovych gent a v naddorovych tkanich je najdeme ve vysokych koncentracich
(Zhang et al., 2007). Prvni propojeni miRNA s nddorovymi onemocnénimi bylo pak potvrzeno
v roce 2002. Tato studie popsala tumor supresorovou funkci dvou miRNA (miR-15 a miR-16)
u chronické lymfocytarni leukémie. Pravé delece ¢i sniZzend expresni hladina byla pozorovéana

u vice nez poloviny pacienti s timto onemocnénim (Calin et al., 2002).

4.1.2 Cirkulujici miRNA

Jednou z vlastnosti, kterou by idealni nddorovy biomarker mél disponovat by méla byt
moznost snadného ziskani a analyzy. Z tohoto ditvodu se par let po objeveni miRNA piesunula
pozornost od tkanovych miRNA k tém cirkulujicim. Pozdé¢ji se ukazalo, ze miRNA muiZou 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 ul télni tekutiny, pficemz nejvice jich miizeme nalézt ve
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slindch ¢i spermatu, nejméné pak v pleuralni a cerebrospinalni tekutiné¢ (Weber et al., 2010).
Prvni studie popisujici moznost cirkulujicich miRNA jako nddorovych markeri byla
publikovana v roce 2008. V této studii autofi porovnavali expresni hladiny miR-155, miR-210

a miR-21 mezi pacienty s difuznim B lymfomem a zdravymi jedinci (Lawrie et al., 2008).

Potencial cirkulujicich miRNA zvysuje jesté fakt, ze jsou v télnich tekutinach velmi
stabilni — odolavaji degradaci ptfi pokojové teploté i pii extrémnich podminkéch jako je
naptiklad vysoké ¢i nizké pH a opakované cykly rozmrazovani/zamrazovani (Glinge et al.,
2017; Kupec et al., 2022; Mitchell et al., 2008; Turchinovich et al., 2011). Mechanismus stojici
za stabilitu cirkulujicich miRNA neni s jistotou popsan. Existuje n¢kolik hypotéz, které
popisuji, jak se miRNA chrani pred ufinkem RNaz a DN4z. MiRNA mohou byt sdruzeny
s proteiny, byt soucasti lipidovych a lipoproteinovych komplexti ¢i mohou byt zabaleny do

riznych membranovych vezikul (El-Hefnawy et al., 2004; Sisco, 2001).

MiRNA mohou byt do cirkulace uvoliiovany dvéma zplsoby. Prvni drdhou je
uvolnovani miRNA z poskozenych, nekrotickych €1 apoptotickych bunék. Jedna se o pasivni
dréhu, ktera nevyzaduje zadnou energii. Prikladem tohoto zplsobu uvoliiovani muze byt
chronicky zanét, kdy dochézi k nekroze bunék a obsah téchto bunck je uvolnén do cirkulace (Ji
et al., 2009; Shah & Calin, 2013). Druhd draha, aktivni, je realizovdna pomoci extracelularnich
mikrovezikul, jako jsou napiiklad exosomy. MiRNA jsou nejprve intracelularné zabaleny do
sekrec¢nich vackl a nésledné vylucovany ve formé vezikul do obéhu. Tyto vacky pak maji
potencial interagovat s cilovymi buiikami a zajiStovat mezibunéénou komunikaci (Salido-

Guadarrama et al., 2014; Soares et al., 2021; Valadi et al., 2007).

4.2 Dlouh¢ nekodujici RNA

Dlouhé nekédujici RNA (IncRNA) byly dlouho povazovény za tzv. ,,junk® nukleové
kyseliny, jejich hlubsi vyzkum byl upozadén, protoze vétSina studii se zabyvala predev§im
miRNA (Policarpo et al., 2021). LncRNA patti také do skupiny nekodujicich RNA, ale na rozdil
od miRNA se jednd o mnohem delsi tseky RNA (cca 200 nukleotidl) (Ma et al., 2013).
LncRNA maji pouze kratky otevieny ¢teci rdmec, nebo jim tento Upln€ chybi, coZ zabraiiuje
jejich prekladu do proteinu. Vysledna IncRNA je vétSinou piepisovana RNA polymerazou 11
a obsahuje na svém 5’konci 7-methylguanosinovou ¢epicku a na 3 konci je polyadenylovana.

LncRNA po svém piepisu zlstava v jadie a jeji hlavni funkei je regulace genové exprese, a to
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jak na transkripcni, tak 1 post-transkripcni urovni (Gao et al., 2020; Sun et al., 2018). 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 urovnich.
Nejcastéji byvaji IncRNA podle funkce rozdéleny na I) signdly, II) ndvnady, III) vidce
a IV) leseni (Gao et al., 2020; Statello et al., 2021). Signalnimi IncRNA jsou oznacované takové
IncRNA, které reguluji (sami nebo v kombinaci s jinymi proteiny) transkripci tzv. downstream
cilovych genti. Piikladem takové IncRNA muze byt MIAT. MIAT post-transkripné€ vaze protein
SF1, ktery je dualezity sestifihovy faktor a tim dochazi k inhibici sestfihu (Wu et al., 2020).
coz ma za nasledek potlaceni translace (Karakas & Ozpolat, 2021; Reisacher & Arbibe, 2019).
LncRNA fungujici jako ndvnady se po transkripci pfimo vazou na proteiny, které¢ maji funkci
napiiklad pii skladani chromozomu nebo jako reguldtory transkripce a tim narusuji jeho funkci
(Fan et al., 2015; Wang & Chang, 2011). Do této skupiny patii i pomérné¢ nové objevena
skupina IncRNA — tzv. competing endogenous RNA (ceRNA). Jsou to takové IncRNA, které
obsahuji sekvence komplementarni k MRE sekvenci na miRNA. ceRNA poté funguje jako
falesny cil pro miRNA, kterd se diky tomu navédze na IncRNA a ne na cilovou mRNA a tim
nedojde k jejimu umlceni (Cervena et al., 2022; Kartha & Subramanian, 2014). Vidc¢i IncRNA
funguji tak, Ze pomahaji specifickym proteinim dosahnout cilového mista a vykonat jejich
funkci (Zhu et al., 2022). Posledni skupinou jsou IncRNA, kterd mohou fungovat jako tzv.
leSeni. Takové IncRNA usnadiiuji interakci mnoha molekul a proteinti, tim, Ze je navadi, aby
se shromézdily v cilové oblasti a spolupracovaly (Luo et al., 2021). Ptikladem takové IncRNA
je zaroven 1 nejzndméjsi IncRNA XIST, kterd ovliviiuje genovou expresi a jedna se zarovei
ojev tzv. kompenzace genové doze. XIST je zodpovédna za inaktivaci X chromozomu
v bunikach Zen v ¢asném embryonalnim vyvoji. XIST rekrutuje nékolik proteinil a slouzi jako
leSeni pro n¢ a nasledn¢ obklopuji cely chromozom X, ¢imz zptsobuji jeho umlceni

(Brockdorff, 2017).

Tim, Ze je hlavni ulohou IncRNA regulace genové exprese, da se ¢ekat, ze deregulovana
IncRNA bude pozorovana u mnoha lidskych onemocnénich vcetné téch nadorovych. Jako
piiklad mohu uvést zvySenou hladinu IncRNA HOTAIR u pacientli s nadory prsu ¢i asociaci
H19 s riznymi typy nadori jako pankreaticky ¢i kolorektalni karcinom (Svoboda et al., 2014;
Wang, Zhao, et al., 2020; Xu et al., 2017; Zhang et al., 2020). Uplatnéni na pozici nddorovych
biomarkert posiluje (obdobn¢ jako u miRNA) fakt, Zze byly detekovany v riznych télnich
tekutinach (Gharib et al., 2021; Yuan et al., 2017).
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4.3 Volna cirkulujici DNA

Volna cirkulujici DNA (cfDNA — cell-free DNA) je bezbunécnd DNA, kterd se
vyskytuje mimo buiiky v cirkulaci ve formé fragmentii a miize byt detekovana v riznych télnich
tekutinach jako naptiklad sérum, plazma, mo¢ ¢i sliny (Bera et al., 2022; Biderman Waberski
et al., 2018; Cervena et al., 2019; Mithani et al., 2007; Sidransky et al., 1991; Vymetalkova et
al., 2018). CfDNA byla poprvé objevena v krvi zdravych jedinct v roce 1948 (Mandel &
Metais, 1948). Prvni asociace cfDNA s naddorovym onemocnénim byla pak popsdna v roce
1970 (Leon et al., 1977). V této studii Leon a Shapiro méfili mnozstvi cfDNA v séru pacientl
s riznymi nadorovymi onemocnénimi a v séru zdravych jedinct. Pacienti s nddorovymi
onemocnénimi byli oproti zdravym kontroldm charakterizovani vy$$imi hladiny cfDNA. Navic,
autofi popsali také asociaci koncentrace cfDNA s vyskytem metastdz, prezivanim i pfitomnosti
relapsu. Tato studie byl pocatecni krok k dal§imu, hlubSimu vyzkumu cfDNA, ktery vedl
k poznani, ze v cfDNA mizeme detekovat i mutace genil, mikrosatelitovou nestabilitu ¢i DNA

metylace (Cervena et al., 2021a; Han et al., 2021; Liu et al., 2021).

Presny mechanismus uvolnovani cfDNA je stale nejasny, nicméné bylo prokazano, ze
cfDNA muzZe pochdzet z riznych zdrojii — naptiklad z apoptotickych, nekrotickych bunék ¢i
u té¢hotnych Zen se miiZze jednat také o DNA plodu (Hu et al., 2021; Lo et al., 1997). Bylo
prokazano, ze prave i DNA miize byt vylucovana do cirkulace z nddorovych bunék a takova
cfDNA je poté nazyvana jako cirkulujici tumorovda DNA (ctDNA). CfDNA je typicky
fragmentovana na useky dlouhé 160-180 paru bazi (Alcaide et al., 2020; Suzuki et al., 2008).
Tato délka odpovidd nukleozémem chranéné DNA, kterd pochazi z apoptotickych bunék.
CtDNA je co se ty€e délky velmi rozmanita, protoze prochéazi riznymi procesy jako je naptiklad
nekroza, ale vétSinou byva zastoupena kratSimi fragmenty (Underhill et al., 2016; Yu et al.,
2021).

Primérna koncentrace cfDNA u KRK pacientl je cca 25-50krat vyssi neZ u zdravych
jedinct (Boni et al., 2007; Flamini et al., 2006; Frattini et al., 2006; Spindler et al., 2015).
Koncentrace cfDNA je u KRK asociovana také s vyskytem relapsu a pfezivanim pacienti
(Vymetalkova et al., 2018). Potencial cfDNA u KRK byl prok4zan také v detekci KRAS mutace,
Jiz zminovaného prediktivniho biomarkeru pro uspésnost cilené terapie. Shoda mezi tumorovou
a plazmatickou DNA dosahuje az 90 % (Thierry et al., 2014; Wang et al., 2004). Jednou
z Castych zmén, které vedou ke vzniku KRK jsou také metylace v promotorovych oblastech
gend. Jednim z kandidéatnich biomarkeri by mohla byt analyza metyla¢niho profilu SEPT9
v ¢fDNA (deVos et al., 2009; Grutzmann et al., 2008; Lofton-Day et al., 2008). Gen SEPT9
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koduje protein Septin 9, ktery je zapojen do bunécénych prestaveb a apoptdzy. SEPT9 byl popsan
vysokou senzitivitou a specifitou pro zachyt casné¢ho staddia KRK véetné prekancerdznich 1ézi.
Pfimo na stanoveni této metylace byl jiz vyvinut specificky kit (Epi proColon — Epigenomics;
https://epigenomics.com), kterd slouzi k detekci metylace tohoto genu. Stanoveni metylaci
tohoto genu se jevi jako vhodna nova metoda pro populacni screening, kterd mize zachytit

KRK ve velmi ¢asném stadiu (Lamb & Dhillon, 2017).
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5. Cile a hypotézy prace

Hlavnim cilem této disertacni prace bylo identifikovat nové potencidlni cirkulujici biomarkery,
které by umoznily ¢asné€jsi diagnézu KRK ¢i predikovaly prognézu ¢i odpoveéd’ pacienta s KRK
na vybranou 1é¢bu, ¢imz by napomohly personalizované medicin€. Prace byla rozdé€lena do tii

casti, ve kterych byly stanoveny tyto hypotézy:

a) Cirkulujici mikroRNA v plazm¢é¢ mohou slouzit jako diagnostické a prediktivni

biomarkery pro pfedpovéd’ odpovédi KRK pacienti na vybranou 1écbu.

b) Cirkulujici dlouhé nekddujici RNA mohou byt diagnostickym biomarkerem pro casné

zachyceni prekancer6znich 1ézi KRK.

c) Cirkulujici volnd DNA v plazmé miize slouzit jako prediktivni marker pro predikci

odpovédi pacientd KRK na vybranou lécbu.

29



6. Material a metody

V nasledujicim textu je uveden souhrn a strucné predstaveni souboru pacientl
a pouzitych metod. Detailnéjsi popis je uveden v jednotlivych publikovanych pracich, které

jsou soucasti predkladané disertacni prace.

6.1 Studovana populace

Vesker¢ studie predkladané disertacni prace byly provedeny na lidskych biologickych
vzorcich — analyzy byly provadény pifevazné v plazmé, ale také na tkanovych vzorcich.
Vsechny studie byly schvaleny pfislusSnymi etickymi komisemi. VSichni pacienti podepsali
informovany souhlas o ucasti ve studii a souhlasili s poskytnutim vzorku a naslednou

genetickou analyzou v souladu s Helsinskou deklaraci.

Publikace ¢. 1: Prvni ¢ast studie (tzv. ,,discovery* ¢ast) zahrnovala 20 pacient s RC.
Validacni cast se poté skladdala ze 107 RC pacienti a 51 dobrovolniki bez nadorového
onemocnéni (CFI — cancer-free individuals). U vSech téchto pacientd jsme méli dostupné krevni
vzorky odebrané ve dvou intervalech — 1.odbér — v €ase diagnézy onemocnéni (pfed operaci),
2.0dbér — cca rok od diagndzy (€as ukonceni terapie). Pacienti byly odebirany v letech 2007-
2018 (Oddéleni chirurgie, Fakultni Thomayerova nemocnice) a sledovani az do roku 2020.
Ziskané informace ze sledovani (follow-up) nam poté umozZnily pacienty stratifikovat na dobré
respondenty (ti, ktefi mé&li prospéch z terapie — nevyvinul se u nich relaps) a Spatné respondenty
(ti pacienti, kteti neprofitovali z nasazené terapie — vyvinula se u nich toxicita, relaps ¢i dokonce
zemieli). Vybrané miRNA byly testovany také in vitro na nadorovych rektalnich bunéénych
liniich — HRA16 a SW1463, které byly ziskany z Evropské sbirky ovéfenych buné¢nych kultur
(ECACC, Velka Britanie).

Publikace ¢. 2: Tato studie piedstavuje rozsifeni piedchozi studie o 18 pacientl
s metastatickym KRK. Krevni vzorky vSech pacientd byly odebrany ve tfech intervalech —
1.odbér v Case operace metastaz, 2.odber ptiblizné 1 mésic po operaci a 3.0odbér nékolik mésict
od operace (medidn 8 mésicit). Taktéz jsme méli dostupné krevni vzorky od 51 CFI. Tito
pacienti byli odebrany na oddéleni Onkologie a radioterapie fakultni nemocnice Hradec

Kralové v letech 2019-2021 a kromé¢ klinickych dat, jsme méli k dispozici také data pro sérové
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nadorové markery (CEA a CA-19-9) a snimky z pocitatové tomografie (CT). Pacienti byli
rozde¢leni do dobré prognostické skupiny (ti u kterych se nevyvinul relaps po operaci metastaz)

¢i Spatné prognostické skupiny (ti u kterych se relaps vyvinul).

Publikace €. 3: Studie zahrnovala 16 pacienta s kolorektalnimi adenomy (KRA), ktefi
podstoupili kolonoskopické vysetieni. Sbér vzorkl probihal na dvou pracovistich — Odd¢€leni
gastroenterologie v Thomayerovo nemocnici a na oddéleni Hepatogastroenterologie v Institutu
klinické a experimentalni mediciny (IKEM). Tkanové vzorky adenomt a ptilehlé mukozy byly
behem kolonoskopie odebrany a vlozeny do RNA stabilizacniho roztoku. Vzorky byly poté

zaslany na histopatologické vySetieni pro ovéfeni nepfitomnosti znamek malignity.

Publikace €. 4: Verifikaéni analyza pfedchozi studie byla nejprve provedena na tkanich
pacientil s kolorektalnimi adenomy, jez byly soucasti privodni studie (n=16). V dals$i fazi jsme
provedli analyzu v plazmé KRK pacientii (n=101), KRA pacientti (n=97) a CFI (n=48). CRC
pacienti byly odebirany v letech 2007-2018 na Oddéleni chirurgie, Fakultni Thomayerova
nemocnice. Krevni vzorky a tkdné pacienti sKRA byly =ziskany na Oddéleni
Hepatogastroenterologie, IKEM.

Publikace ¢. 5: Do této studie bylo zahrnuto celkem 10 pacientd s nadory (pouze)
tlustého stieva, ktefi byli vybrani na zéklad€ ptisnych kritérii (nové diagnostikovani pacienti,
kteti neabsolvovali neoadjuvantni terapii a zaroven jim byla nasazena adjuvantni terapie na bazi
5-fluorouracilu). U vSech téchto pacientii jsme méli dostupné krevni vzorky odebrané ve dvou
intervalech — 1.odbér — v Case diagn6zy onemocnéni (pted operaci) a 2.odbér— cca 6 mésicii od
ukonceni terapie. VSichni pacienti obdrzeli adjuvantni chemoterapii zaloZenou na podavani
cytostatik — fluoropyrimidinech. Kromé krevnich vzorkl byly u téchto pacienti dostupné také
tumorové tkané. Diky dostupnosti klinickych dat byli pacienti rozdéleni na dobré a Spatné
respondenty. Do skupiny dobrych respondentii byl zahrnut ten pacient, ktery nevyzadoval
zménu chemoterapie, netrpél Zadnym nepiiznivym efektem chemoterapie a byl v remisi po

skonceni chemoterapie.
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6.2 Metody
6.2.1 Izolace nukleovych kyselin

RNA (v¢etné¢ miRNA) z plazmy byla vyizolovadna pomoci Plasma/Serum Circulating
and Exosomal RNA Purification Kit (Norgen Biotek, Kanada). Extrakce RNA
z extracelularnich vesikulti (EVs) byla provedena také pomoci predesiého kitu, ale predchazela
ji jesté precipitace mikrovesikulli z plazmy pomoci ExoQuick solution (System Bioscences,
USA). DNA z plazmy byla izolovani pomoci kitu Qiamp circulating nucleic acid kit (Qiagen,

Némecko) dle protokolu vyrobce.

Nédorova tkan i pfilehld nddorova 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).

Extrahovand DNA a RNA byla kvantifikovana pomoci Qubit 3.0 Fluorometer pomoci
specifickych Qubit assay kitii pro pfislusSnou nukleovou kyselinu (Thermofisher Scientific,

USA).
6.2.2 Sekvenovani nové generace (NGS)

6.2.2.1 Sekvenovani malych RNA

Sekvenacéni knihovny byly pfipraveny pomoci kitu NEB Next Multiplex Small RNA
Library Prep (New England BioLabs, USA) dle protokolu vyrobce. Takto ptipravené knihovny
byly pak sekvenovany pomoci Illumina HiSeq2000. Sekvenacni data byla dale zpracovana
podle ptesné¢ definovanych postupi miARmaSeq, které byly vypracovany tak, aby
identifikovaly aberantni expresni profily (Andres-Leon et al., 2016).

6.2.2.2 Celoexomové sekvenovani volné a tumorové DNA

Sekvenaéni knihovny pro nadorovou DNA zplazmy byly pfipraveny pomoci
SureSelect XT HS Library preparation kit (Agilent, USA) dle protokolu vyrobce. Knihovny
tumorové DNA byly pak piipraveny pomoci SureSelect XT HS Library Preparation
a SSELXT2 Human All Exon V7 Kits (Agilent, USA). Pfipravené knihovny byly pak

sekvenovany na HiSeq4000 (Illumina, USA). Jednalo se o pair-end sekvenovani, které

umoznilo produkovat ¢teni 2 x 100 bp.
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6.2.3 Real-time qPCR

Extrahovand RNA/miRNA byla pomoci reverzni transkripce piepsdna do
komplementarni DNA (cDNA) pomoci Tagman MicroRNA Reverse Transcription kit
(ThermoFisher Scientific, USA) u miRNA ¢i High-capacity cDNA reverse transcription kit
(ThermoFisher Scientific, USA) pro RNA. MiRNA byly ptepsany s pouzitim specifickych eseji
— Tagman microRNA assays (ThermoFisher Scientific, USA). Referencni geny pro vSechny
analyzy byly vybrany na zakladé¢ stability stanovené pomoci softwaru Normfinder (GenEx,

MultiD — ThermoFisher Scientific, USA).

Vzhledem k nizkym koncentracim nukleovych kyselin v plazmé, byla jesté provedena

pre-amplifikace ptepsané cDNA pomoci IQ SuperMix (Bio-Rad, USA).

Samotna Real-time qPCR (RT-qPCR) reakce byla analyzovan na 7500 Sequence
Detection System (ThermoFisher Scientific, USA). K samotné reakci byl pouzit Tagman
Universal MasterMix II a Tagman microRNA/gene expression assays (ThermoFisher
Scientific, USA). Vysledky ziskané z qPCR byly poté normalizovany pomoci programu GenEx
(MultiD, ThermoFisher Scientific, USA).

6.2.4 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) a vstupni mnozstvi DNA pro toto znaceni
se pohybovalo primérmé okolo 850 ng. Samotnd hybridizace byla provedena pomoci Oligo
aCGH/ChiP-on-chip Hybridization kit (Agilent, USA). Pro nésledné skenovano Cipti byl pouZit
SureScanMicroarray Scanner instrument (Agilent, USA) a data byla zpracovana pomoci

softwaru Agilent CytoGenomics (Agilent, USA).

6.2.5 Funkéni studie

Kultivace bunéénych 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,
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Sigma Aldrich, USA). Ob¢é tato média byla obohacena o 10% fetdlni bovinni sérum
(Thermofisher Scientific, USA), 1 mM L-glutamin, 100 U/ml penicillin/streptomycin a 1mM
pyruvatu sodného (v ptipadé RPMI, Biosera, France). Pro studium vybranych miRNA jsme
transfekovali (uméle navysili) 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 buné¢nych linii jsme stanovovali bunéénou proliferaci pomoci WST-

1 (Roche, USA), schopnost tvorby kolonii — colony forming assay (CFA) a bunéény cyklus.

6.2.6 Statistické zpracovani

Statistické analyzy qPCR a in vitro vysledkl byly provedeny v softwaru R (v. 4.2.2)
a GraphPad Prism (GraphPad, USA) pomoci Studentova t-testu a Mann-Whitneyho testu.

Statisticka signifikance byla stanovena na p > 0.05.
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7. Vysledky
7.1 Piehled publikaci

Publikace &. 1 — Cervena K., Novosadové V., Pardini B., Naccarati A., Opattova A., Horak J.,
Vodenkova S., Biichler T., Skrobanek P., Levy M., Vodicka P. a Vymetalkova V., 2021.
Analysis of MicroRNA Expression Changes During the Course of Therapy in Rectal Cancer
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7.2 Souhrn publikovanych vysledka

7.2.1 Publikace €. 1 - Analyza expresnich hladin miRNA v plazmé u pacientti s RC v prabéhu

terapie

Cilem této studie bylo hodnoceni expresnich hladin miRNA pted a po terapii u pacientd

s RC a tim identifikace specifickych miRNA reflektujici pritb¢h a odpovéd’ pacientti na 1écbu.

Prvnim krokem této studie byla ptiprava knihoven a nasledné sekvenovani pomoci
NGS. Bioinformatick4 analyza dat méla za kol identifikovat miRNA s aberantnimi rozdily
v plazmé mezi prvnim odbérem (v ¢ase diagndzy) a druhym odbérem (cca rok od diagnozy)
u RC pacientii (n=20). Tito pacienti byli dale stratifikovany dle jejich odpovédi na 1écbu na
dobré a Spatné respondenty. Nejvyssi rozdil mezi jednotlivymi odbéry vykazovala miR-122-
5p, které byla signifikantné 2,9krat zvySend u druhého odbéru v porovnani s prvnim odbérem
(p <0.001). Asociace s odpovédi pacienttl na 1é¢bu 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). Ob¢ tyto miRNA byly néasledné validovany na

vétsim poctu RC pacientt.

V druhé ¢asti studie, validacni ¢asti, byly tyto miRNA analyzovany jak v plazmé, tak
v extracelularnich vezikuldch izolovanych z plazmy pomoci RT-qPCR. Kromé 107 RC
pacientil bylo do studie zahrnuto také 51 CFI za Gcelem zjisténi ptipadného diagnostického
potencialu vybranych miRNA. Expresni hladiny obou miRNA (miR-122-5p a miR-142-5p)
uRC pacienti a CFI byly signifikantné odlisné — RC pacienti byli charakterizovani
signifikantné snizenymi hladiny obou miRNA oproti CFI, a to jak v plazmé, tak
v plazmatickych EVs (pro obé miRNA p <0.001). Obecné&, pii porovnani prvniho a druhého
odbéru u RC pacientl byl nalezen signifikantni rozdil mezi prvnim a druhym odbérem — 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-ndsobna zmeéna). I ve validacni ¢asti
studie jsme RC pacienty stratifikovali dle odpovédi na 1écbu a porovnavali jejich hladiny mezi
jednotlivymi odbéry. Pacienti, kteti odpovidali na 1é¢bu, byli charakterizovani naristem
expresnich hladin obou miRNA v plazmé u druhého odbéru a tyto hladiny jiz nebyly nadéle
signifikantné odlisSné od hladin CFI. Naopak u Spatnych respondenti ziistaly hladiny na
obdobnych hodnotach jako u prvniho odbéru a byly stale signifikantné snizeny oproti CFI

(miR-122-5p: plazma: 4,9-ndsobna zména, p=0.05; miR-142-5p: plazma: 4,5-ndsobna zména,
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p=0.008). U plazmatickych EVs byl tento trend pozorovany také pro miR-122-5p (4,9-nasobna
zména, p=0.007).

Funk¢ni uloha miR-122-5p a miR-142-5p byla déle jesté testovana in vitro na rektalnich
nadorovych bunéénych liniich — SW1463 a HRA16. Tyto studie potvrdily, ze zvySené hladiny
obou miRNA souviseji se snizenym bunéénym rlistem a prezivani nadorovych bunck

a podporily teorii tumor-supresorového potencialu téchto miRNA.
Plny text originalniho ¢lanku je v Ptiloze €. 1.

Autorsky podil na ¢lanku: izolace a qPCR analyza miRNA, in vitro analyzy, sepsani vétSiny

textu ¢lanku
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7.2.2 Publikace €. 2 - Analyza expresnich hladin miR-122-5p a miR-142-5p u pacienti
s mKRK v predikci relapsu

Potencial predeslych miRNA byl dale testovan na pacientech s mKRK. Cilem této
studie byla analyza miR-122-5p a miR-142-5p v plazmé a v plazmatickych EVs u mKRK
pacientli a CFI pomoci RT-qPCR. U mKRK byly dostupné tfi odbéry. Prvni odbér (TO) byl
v ¢ase operace metastaz, druhy odbér (T1) pfiblizné jeden mésic po operaci a tfeti odbér (T2)

n¢kolik mésict od operace (s medidnem 8 mésici).

V porovnani s CFI méli mKRK pacienti signifikantn€ snizenou hladinu miR-142-5p
v ¢ase T2. Pro miR-122-5p jsme bohuzel neidentifikovali zadné rozdily mezi jednotlivymi
odbéry mKRK pacienti a CFI. Pacienti byli dale stratifikovani podle lokalizace tumoru
a vyskytu relapsu. U pacientli s metastatickym RC jsme identifikovali signifikantni rozdil
v expresni hladiné miR-142-5p v ¢ase T1 mezi dobrymi a Spatnymi respondenty (p=0.0094,
7,3-ndsobna 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 a jednoho pacienta z dobré
prognostické skupiny byla provedena jest¢ individudlni analyza zahrnujici také hodnoty
onkomarkertt a CT snimky. Pacient IDO1 (Spatna prognosticka skupina) byl charakterizovan
snizenim hladin obou miRNA v plazmé i v EVs po 8 mésicich od operace a 12 mésici pied
viditelnym relapsem. Naopak CEA a CA-19-9 byly v této period¢ zvysené a nereflektovaly
naznaky relapse. U pacienta s ID03 doslo béhem adjuvantni chemoterapie k nartstu 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 troven pted 1é€bou. Po 5 mésicich od ukonceni
terapie doSlo k rozvinuti relapsu. Oproti tomu sérové markery zistaly neménné v pribc¢hu
terapie a neidentifikovaly vyskyt relapsu. U dalSiho pacienta (ID26) se nevyvinul relaps a byl
tudiZ zatazen do skupiny pacientli s dobrou progndzou. V pritbéhu terapie byly hladiny miRNA

velmi nestabilni, nicméné na konci terapie doslo k ustéleni a nasledné pomalému stoupani.
Plny text origindlniho ¢lanku je v Ptiloze €. 2.

Autorsky podil na ¢lanku: izolace a qPCR analyza miRNA, sepsani vétSiny textu ¢lanku
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7.2.3 Publikace €. 3 — Identifikace MALATI amplifikace u prekancerdznich 1ézi KRK

CGH byla uspésné provedena u 16 parovych (adenomova a pftilehla tkan) vzorka.
Vsechny parové vzorky byly charakterizovany riiznym stupném chromozomové nestability. Po
findlni analyze ziskanych vysledkii byly stanoveny Ctyfi skupiny pacienti na zakladé

opakujicich se genomovych zmén.

Prvni skupina pacientl byla charakterizovana ziskem genetického materialu (gain) na
chromozomu 11, konkrétné v oblasti 11q13.1 kodujici IncRNA MALAT-1 v adenomové tkani.
Celkem se jednalo o 5 pacientt, ale tito pacienti nedisponovali konzistentni charakteristikou,
co se tyCe pohlavi, diagnozy ¢i stadia a typu adenomu. Ve druhé skupiné pacienti jsme
identifikovali vysoky pocet mikrodeleci (naptiklad v oblastech 7q, 9p, 16p, 17q ¢i 20q)
v adenomové tkdni v porovnani s ptilehlou tkédni (n=3). Pro tuto skupinu pacienti bylo shodné
pohlavi (muzi) i v€ék (rozmezi 63-68 let). Treti skupina pacienti byla konzistentni vékoveé —
jednalo se o pacienty ve véku 29, 43 a 43 let s adenomy nizkého stupné (low-grade). Tito
pacienti méli ve svém karyotypu obrovské ztraty i zisky v adenomové tkani a bylo jim
doporuceno chodit na c¢astéjsi kolonoskopické kontroly. Posledni skupinou pak byla skupina
pacientil, ktefi nevykazovali zddné rozdily mezi parovymi tkadnovymi vzorky a nebyl zde

nalezen ani jediny spojovnik mezi témito pacienty.

Nase studie naznacila, Ze pravé amplifikace v genu pro IncRNA MALATI by mohla byt

dalezitym krokem podilejici se na pteméné zdravé tkan€ v adenomovou.

Plny text origindlniho ¢lanku je v Ptiloze €. 3.

Autorsky podil na ¢lanku: podil na CGH analyze, revize textu
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7.2.4 Publikace €. 4 - Analyza cirkulujici INCRNA MALATI jako diagnostického markeru pro

kolorektalni adenomy

V nasi ptechozi studii (Siskova et al., 2022) jsme identifikovali MALATI amplifikaci
asociovanou s vyskytem adenomu. Cilem této studie bylo dokézat spojitost mezi DNA
aberacemi a genovou expresi MALATI. Dale jsme v ramci této studie stanovovali expresni

hladiny MALATI v plazmé u pacientti s KRK, KRA a CFI pomoci RT-qPCR.

Celkem 14 pacienti z pilotni studie bylo rozdéleno dle piitomnosti amplifikace
MALATI. Mezi témito skupinami nebyl vSak nalezen zadny signifikantni rozdil v expresni

hladiné MALATI.

Dale byla expresni analyza provedena u plazmatickych vzorka 97 KRA pacientd, 101
KRK pacientil a 48 CFI. Expresni hladina MALATI byla zvySena jak u KRA pacientt, tak
1 KRK pacientii v porovnani s CFI (pro obé skupiny p <0.001). KRA pacienti byli dale rozdéleni
do skupin podle typti adenomu — hyperplastické adenomy, tubuldrni a tubulovildézni/vilézni
adenomy. Nejvyssi expresni hladina byla pozorovana u skupiny tubuloviléznich/vil6znich
polypt, které maji nejvyssi riziko vzniku KRK. KRK pacienti byly poté jesté rozdeleni dle
odpovédi na lécbu. MALATI expresni hladina byla signifikantné vySsi u Spatnych respondenti
v porovnani s dobrymi respondenty (p=0.036).

Plny text origindlniho ¢lanku je v Ptiloze €. 4.

Autorsky podil na ¢lanku: izolace a qPCR analyza, ptiprava dat, tabulek a obrazki, sepsani

textu
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7.2.5 Publikace €. 5 - Mutac¢ni profil volné DNA v plazmé spojeny s odpovédi na 1écbu KRK

Celoexomové sekvenovani (WES) bylo pouzito pro analyzu vzorkl krevni plazmy 10
pacientli s rakovinou tlusté¢ho stieva. Tyto vzorky byly odebrany v Case diagnozy pied
nasazenim jakékoliv terapie, po chemoterapii zalozené na 5-FU a déle cca piil roku od ukonceni
1écby. Cilem nasi studie bylo detekovat genomické zmény asociované s odpovedi na 1éCbu.
Paralelné bylo provedeno také sekvenovani nadorové tkané od stejného vzorku pacientt
s imyslem porovnat mezi sebou zmény v plazmé a v tkani. Pacienti byli opét dle stanovenych

charakteristik rozd€leny na Spatné a dobré respondenty.

Nejprve bylo provedeno WES na tumorové DNA pro identifikaci jednonukleotidovych
zmén (SNV) a kratkych inzerénich/dele¢nich mutaci (indels). Detekovano bylo celkem 71705
SNV a indels. Mezi nej¢astéji mutované geny, dle ocekavani, pattily T7P53 a APC. Vyssi pocet
mutaci se vyskytoval u pacientii s vy$$im staddiem onemocnéni. U Spatnych respondenti (kromé
jednoho) jsme identifikovali  vyskyt mutaci v genu GPR50 (c.1594A>G
ac.1505 1516delCCACTGGCCACA) a naopak zadny dobry respondent nebyl nosi¢em Zadné
ztéchto variant. TPSDI1 ¢.274G>A (p.Ala92Thr), CPAMDS c.1022G>A (p.Arg341Gln)
a BP24 ¢.367 370del byly dalsi varianty, které byly identifikovany u $patnych respondentt,
ale u téch dobrych se neobjevily. Tyto varianty byly charakterizovany dle Varsome jako ty

s nejistym klinickym vyznamem.

V ptedoperacni vzorcich plazmy byla u kazdého pacienta vZdy minimalné jedna mutace,
ktera byla detekovana rovnéz v tumorové tkani. Shoda mezi plazmatickou cfDNA a tumorovou
byla vys$8i u pacientl s vy$§im stddiem onemocnéni. U nékolika pacientil, u kterych jsme
identifikovali mutace v tumorové tkani, se tyto mutace nevyskytovaly v ctDNA. Konkrétné se
jednalo o mutace v genech 7P53 (u Ctyi pacientl), APC (u Ctyt pacientll), KRAS (u dvou
pacientil) a SMAD4 (u tii pacientil). Na druhou stranu u jednoho Spatného respondenta jsme
identifikovali mutaci 7P53 krom¢ tumorové DNA také v cfDNA v pribéhu celého sledovani
a mutace v genu DCC byla detekovana jen v cfDNA, nikoliv v tumorové DNA. Pacient ID221,
ktery patfil do skupiny Spatn€ odpovidajicich pacientl, disponoval mutaci v genu APC
(c.3944C>A; p.Ser1315Ter) ve tretim odbéru, ale tato mutace se nevyskytovala ani v jeho
tumorové tkani ani ve vzorcich plazmy v ¢ase diagndzy. Tato nové vznikla mutace v prubéhu

terapie by mohla byt divodem Spatné odpovédi na 1écbu.

Plny text originalniho ¢lanku je v Pfiloze €. 5.

41



Autorsky podil na ¢lanku: izolace cfDNA, izolace tumorové DNA, prace s databazemi, podil

na psani textu
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8. Diskuse

Ptestoze soucasny onkologicky vyzkum zaznamenala velky posun v oblasti diagnostiky
a terapie, Cisla incidence a umrtnosti KRK nejsou uspokojiva a stile se usiluje o nalezeni
novych biomarkerti, které by umoznily detekovat nador v asnych stadii, pomohli zlepsit
progndzu pacienta Ci predpoveédét odpovéd pacienta na vybranou léCbu a tim pomohly
v posunu personalizované mediciny. V posledni letech se pak do popiedi dostala piredevsim
tekutd biopsie, ktera, kromé jinych vyhod, umoziuje opakované odbéry vzorku a lepsi reflexi
heterogenity nadoru nez tradi¢ni biopsie. Slibnymi a nejvice studovanymi kandidaty na tyto

biomarkery jsou cirkulujici nekodujici RNA (miRNA a IncRNA) a cirkulujici volna 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 nejveétsimi rozdily mezi opakovanymi odbéry RC pacientt, které byly nasledné validovany na
vétsim poctu RC pacientit a CFI pomoci RT-qPCR (Cervena et al., 2021b). Analyzy ukéazaly
na signifikantni rozdily mezi RC pacienty a CFI, a asociaci expresnich hladin téchto miRNA
s odpovédi pacientli na 1é€bu — pacienti kteti odpovidali na 1é€bu byly charakterizovani
zvySenim expresnich hladin obou miRNA po roce od diagn6zy oproti hodnoté€ téchto miRNA
v Case diagnozy. V druhé nasi studii (Cervena et al., 2023a) byl potencidl téchto miRNA

testovan jesté¢ u mKRK, kde jsme pozorovali obdobny trend jako v pfedeslé publikaci.

MiR-122-5p byla dosud nejcCastéji studovand v souvislosti s hepatocelularnim
karcinomem, protoze bylo dok4zano, Ze se jedna o tkanove specifickou miRNA pro jatra a hraje
dilezitou roli v jaterni homeostaze tim, Ze reguluje velké mnozstvi cilovych mRNA zapojenych
do nejriznéjsich jaternich funkci (Fu & Calin, 2018; Ha et al., 2019; Jopling, 2012; Thakral &
Ghoshal, 2015; Wei et al., 2019). Jatra jsou nej€astéjsi lokalizaci metastazovani KRK a z tohoto
diivodu je miR-122-5p hojné studovana také u KRK (Carter et al., 2016; Kow, 2019). Zadna
z dosud publikovanych studii zabyvajici se touto miRNA ale nebyla zamétena na RC a nize
diskutované studie se zabyvaly KRK jako souhrnnou diagnozu (C18-C20). Studie zabyvajici
se expresnimi hladinami miR-122-5p v KRK jsou rozporuplné. Nekteré popisuji zvySené
hladiny miR-122-5p v nddorovych tkanich a asociaci nadmérné exprese s vyskytem jaternich
metastaz (Maierthaler et al., 2017; Sun et al., 2020). Naopak jiné studie jsou v souladu s naSimi
vysledky a autofi v naddorové tkdni KRK pozorovali sniZzené expresni hladiny oproti pfilehlé
mukoze (Li et al., 2019; Yin et al., 2020). 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 vénovala
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piredevsim 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 pacientt,
ale také u KRA pacientl. Autoii porovnavali dva odbéry — 1.odbér byl odebran pted terapii (at’
jiz pted chirurgickym zékrokem ¢i endoskopii nebo jakoukoliv jinou terapii), druhy pak po
terapii (O'Brien et al., 2021). V obou pfipadech doslo k nartstu expresni hladiny miR-122-5p
po zvolené terapii. ZvySend exprese miR-122-5p je spojena také se zvratem rezistence na
oxaliplatinu (Hua et al., 2018). Autofi popsali, Ze tento efekt je zptisoben piimou interakci miR-
122-5p s antiapoptotickym proteinem XIAP, ktery ve vysokych koncentracich navozuje
rezistenci na toto terapeutikum. V piipadé umélého navySeni hladiny miR-122-5p, dochdzi
k umlceni XIAP a k nartistu cytotoxicity nddorovych bun¢k na oxaliplatinu. Tato interakce byla
potvrzena i v in vivo studiich (Hua et al., 2018). Stejné pojitko bylo popsano i pro 5-FU. Ve
studii He a kol., autofi popsali trvale snizenou hladinu miR-122-5p v nddorovych bunéénych
liniich a necitlivost téchto bun€k k 5-FU (He et al., 2014). Naopak ale po umélém navySeni
hladiny miR-122-5p buniky opé€t zacaly na 5-FU reagovat. Potencialnim cilem této miRNA by
pak mohl byt PKM?2, kodujici pyruvatkinazu ucastnici se glykolyzy. ZvySena expresni hladina
miR-122-5p potlacovala expresi PMK2, tim doslo k inhibici glykolyzy a zastaveni riistu nadoru
a to jak in vitro, tak in vivo. Spousta nadorovych bunék vykazuje zvySenou glykolyzu
a snizenou oxidativni fosforylaci. A pravé pfechod mezi témito metabolismy (na glykolyzu) je
Casto spojen s rezistenci na 5-FU (Zhou et al., 2012). Ve studii Sendi a kol., pfipravili autoti
lipidovou nanopartikuli, do které byla zabalena miR-122-5p a studovali jeji vyuZziti jako
terapeutikum in vivo, které by mohlo zabranit vzniku jaternich metastaz (Sendi et al., 2022). Po
injekeci této partikule do mysi doslo ke snizeni expresnich hladin potencialnich cilovych target
této miRNA (ADAM17 a ALDOA) a klicovych geni asociovanych s epitelidlné-mezenchymalni
tranzici. Mysi, do kterych byla vpravena nanopartikule s miR-122-5p mély signifikantné nizsi
metastatické pozadi a piezivani del§i nez 100 dni, zatimco mysi 1écené kontrolni nanopartikuli
(bez miR-122-5p) nepiezily. Kromé jiZ zminénych potencidlnich cili byla jesté popséana
interakce miR-122-5p s bunéénym transportérem CATI1 ¢ BCL-W a CCNFI1 regulujici
apoptozu a bunéény cyklus (Iino et al., 2013; Li et al., 2019). Ve studii Yin a kol. popsali jesté
spletitéj$i interakci zahrnujici cirkuldrni RNA (fadici se nejcastéji do skupiny IncRNA)
oznacenou jako circ_007142 (Yin et al., 2020). Tato cirkularni RNA funguje tak, ze vychytava
miR-122-5p (“sponging”) pomoci komplementarni sekvence a tim nedochazi k umlceni
translace jejich cilovych mRNA (Panda, 2018). 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

44



cili na miR-122-5p a tim pozitivné reguluje CDC25A — fosfatazu podilejici se na regulaci
bunécného cyklu (Yin et al., 2020).

Studie zabyvajici se miR-142-5p nejsou rovnéz prili§ konzistentni. Ve studii Islama
a kol. studovali roli miR-142-5p v nadorovych tkanich KRK a bunécénych liniich naddorové
sttevni tkané (Islam et al., 2018). Jak v tkanich, tak i v bunéénych liniich popsali autofi
signifikantné zvySené expresni hladiny v porovnani s nenadorovymi tkdnémi a asociaci vyssich
hladin s lokalizaci nadoru ve stieveé. Tyto vysledky nejsou konzistentni s nasimi vysledky, ale
je tady spousty rozdilnych charakteristik, které mohou mit za nasledek tuto neshodu. Prvni
rozdilem je diagn6za. Kohorta pacientli zahrnovala jak pacienty s nadory, tlustého stfeva, tak
RC pacienty a ve studii chybi informace o pfesném poctu pacientt s jednotlivymi diagnézami.
Bylo dokazano, ze KRK je heterogenni onemocnéni, a jsou zde zdsadni rozdily mezi nadory
tlustého stfeva a konecniku a obé tyto diagndézy by bylo vhodngjsi studovat samostatné
(Paschke et al., 2018). To, Ze mohou byt rozdily v expresnich profilech rtiznych lokalizaci
nadoru v ramci KRK diagndzy prokézala i studie sama, nebot’ popsala, ze naddory vyskytujici
se v distalni ¢asti stfeva (kam patii 1 rektum) mély signifikantné snizené hladiny miR-142-5p
oproti tém v proximalni ¢asti stfeva. Stejnou zavislost prokazala i naSe dalsi studie, kdy jsme
signifikantni zmény pro miR-142-5p mezi jednotlivymi odbéry mKRK pacientli pozorovali
také az po stratifikaci na nadory konecniku a tlustého stfeva (Cervena et al., 2023a). Dalsi
zasadni rozdil je také v typu biologického materidlu, nebot’ Islam a kol., analyzovali miR-142-
5p v tkanich, zatimco my se zaméfili na cirkulujici miRNA v plazmé. In vitro studie byly
provedeny na odliSnych bunéénych liniich vychazejicich z nadoru tlustého stteva (SW480
a HCT116) a naopak, naSe studie byla zamétena na rektalni nadorové linie (SW1463, HRA16).
Zvysené hladiny téchto miRNA byly popsany i v dalSich studiich (Kunigenas et al., 2020;
Vychytilova-Faltejskova et al., 2016; Yin et al., 2016). Naopak ve studii Kong a kol., a dalSich,
autofi identifikovali snizenou expresni hladinu miR-142-5p v nddorové tkani oproti zdravé
tkani a spousta studii tento tumorsupresorovy potencial spolu s asociaci s terapii popsala také
(Kong et al., 2019; Kunigenas et al., 2020; Pliakou et al., 2022; Shi et al., 2015). Jednou z téchto
studii je studie od kolektivu Shi a kol., kterd popsala snizené hladiny této miRNA v nadorové
tkani oproti prilehlé tkani a dale také popsala, Ze hladiny miR-142-5p se zvySovaly poté, co
pacienti obdrzeli chemoterapii (Shi et al., 2015). Neoadjuvantni chemoterapie méla za nasledek
také narust expresnich hladin miR-142-5p u RC pacientli (Kunigenas et al., 2020). Nejnovéjsi
studie z tohoto roku se zabyvala korelaci expresnich profilt miRNA a jejich asociaci s odpovédi

na 1é¢bu na bazi irinotekanu v séru u pacienti s mKRK. Autoii popsali 10 downregulovanych
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miRNA u Spatnych respondentii, mezi které pattila také miR-142-5p a miR-122-5p. Vysledky
této studie podporuji nase vysledky nebot’ obé tyto miRNA jsme objevili jako downregulované
u pacientli se $patnou odpovédi na 1écbu a to jak u mKRK, tak i u primarnich nadord. Autofi
také popsali pomoci luciferazové eseje potencialni cil této miRNA — EPASI (Pliakou et al.,
2022). Produkt genu EPASI je jednou z podjednotek HIFa, ktery je transkripéni reguléator
adaptivni odpovédi na hypoxii, a pravé hypoxie je jednim z hlavnich faktort, které vedou
k naddorové angiogenezi a jeho zvysSena exprese byla jiz u KRK popséna (Mohammed et al.,
2011; Pan et al., 2018; Yoshimura et al., 2004). U genu SDHB koédujiciho sukcinat
dehydrogendzu B, kterd je ucastni Krebsova cyklu, bunééné proliferace, ale 1 apoptozy, byla
také popsana spojitost s miR-142-5p, kterd ji negativné¢ reguluje. Deficience SDHB je pak
spojena s piechodem bunék z oxidativni fosforylace na aerobni glykolyzu, ktera mé za nasledek
zvySenou kyselost mikroprostfedi nadoru, ktera souvisi s hor§im rozpoznavanim nadorovych
bun¢k imunitnim systémem (Gu et al., 2017; Liu et al., 2017). Dal8imi potencialnimi cilovymi
mRNA by mohly byt TIAMI, zapojeny do Wnt drdhy, ¢i tumorsupresorovy gen KLF6
ovliviiyjici bunéény cyklus (Andreoli et al., 2010; Diamantopoulou et al., 2017; Islam et al.,
2018; Kong et al., 2019). Souhrnné 1ze fici, ze 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 ptiznivou odpovédi na 1é€bu. Tyto poznatky jsou v souladu
s nasim vyzkumem, kde jsme prokézali také tumorsupresorovy potencial miR-122-5p a miR-
142-5p a popsali, Ze zvySené hladiny téchto miRNA jsou spjaty s pozitivni odezvou na 1écbu

a to jak u pacientli s primarnim, tak i metastatickym KRK.

Dlouhé nekodujici RNA byly dlouho ve stinu miRNA a jejich vyzkum byl upozadén,
nejspise z divodu toho, ze se dlouho myslelo, Ze nemaji Zddnou funkci a byly povazované za
tzv. “junk” nukleové kyseliny (Ling et al., 2015; Policarpo et al., 2021). Jak jiz bylo zminéno,
jednim z hlavnich krokl vedouci ke snizeni imrtnosti KRK je ¢asna diagnoza, idealné detekce
onemocnéni jeSté ve fazi prekanceroznich 1ézi — adenomi, které mohou byt lehce odstranitelné
kolonoskopii (Atkin et al., 2017). Toto vySetieni s sebou nese ale n¢kolik limitaci, kvtli kterym
se mu pacienti snazi vyhybat. Z tohoto divodu jsme se v nasi studii chtéli identifikovat
kandidatni biomarkery, které by odhalily vyskyt adenomu, potazmo KRK. Takovym
kandidatem by dle naSich vysledkli mohla byt IncRNA MALATI, jejiz amplifikace byla
identifikovana v adenomové tkani a jejichZ expresni hladiny v plazmé byly schopné rozlisit

pacienty s KRK a KRA od CFI (Siskova et al., 2022; Cervena et al., 2023b).
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MALATI byl vétSinou zkouman ve spojitosti s karcinomem plic, kde zvySena hladina
MALATI korelovala s progresi onemocnéni a vznikem metastdz a celkové horsi prognézou
onemocnéni (Ji et al., 2003; Schmidt et al., 2011). NaSe studie je jednou z prvnich praci
zabyvajici se IncCRNA MALATI ve spojitosti s KRA. Studie vedena skupinou Radwan a kol., je
jedina studie, dle naseho védomi, analyzujici 1 KRA pacienty (Radwan et al., 2021). 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 prokézan jako
rizikovy 1 dal§i védeckou skupinou (Wang et al., 2022). Studii zabyvajicich se MALATI u KRK
je mnohem vice a ¢asto popisuji jeho asociaci s ucinnosti terapie (Li et al., 2017; Matuszyk,
2022; Shen et al., 2022). Vyssi expresni hladina MALAT byla nalezena v nadorové tkani oproti
nenddorové tkani a je asociovana se stadiem onemocnéni, vyskytem metastaz, postizeni uzlin
1 krat$im pfezivanim (Li et al., 2017; Qiu et al., 2016; Sun et al., 2019; Zheng et al., 2014). Tyto
vysledky jsou v souladu s nasimi, nebot’ jiz nékolik studii prokédzalo spojitost genové
amplifikace s nadmérnou expresi (Hyman et al., 2002; Vogt et al., 2010). Tim, ze jsme MALATI
objevili amplifikovany v adenomov¢ tkani, ¢ekali bychom, Ze i jeho expresni hladina bude
pravé v adenomové, popiipadé nadorové tkani, zvySena. V nasi studii jsme také popsali asociaci
MALATI s odpovedi na terapii u KRK pacientli — u pacienttl, kteti hiife reagovali na 1écbu
a mé&li horsi prognozu byly popsany signifikantné€ zvySené expresni hladiny MALATI v plazmé.
Studie Li a kol., analyzovala expresni hladiny MALATI v opakovanych odbérech séra mKRK
pacientt (Li et al., 2017). Tito pacienti byli rozdé€leni do dvou skupiny podle to, zda odpovidali
nebo neodpovidali na 1é¢bu zaloZzené na oxaliplating. Pacienti, ktefi neodpovidali na tento typ
terapie meli v odbéru v Case diagnézy rovnéz vyssi hladiny MALATI. Stejna korelace byla
popsana 1 n€kolika dal§imi studiemi (Fan et al., 2020; Wei et al., 2022). Podle studii by
MALATI mohl regulovat rezistenci na oxaliplatinu skrz interakci s miR-218 a nasledné s EZH2,
nebo pies signalni drahu miR-324-3p a ADAM 17 &i ptimou interakci pres miR-200s (Fan et al.,
2020; Lietal.,2017; Weietal., 2022). To, ze MALATI by mohl mit efekt i na odpovéd’ pacienta
na lécbu 5-FU potvrdilo 1 n€kolik dalSich studii, zabyvajici se funkéni analyzou MALATI (Ak
Aksoy et al., 2022; Tang et al., 2019). Tuto asociaci podporuje fakt, ze MALATI interaguje
s n€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 cili 5-FU terapie (Yang
etal., 2019; Yu et al., 2020; Zhao et al., 2020).
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Volnda DNA je prvni z cirkuluyjicich nukleovych kyselin, ktera byla zkoumdéna
v souvislosti s jejim potencidlem jako nadorového biomarkeru (Leon et al., 1977). Autofi v této
studii popsali vyznamné rozdily v koncentraci cfDNA v séru pacientll s riznymi nddorovymi
onemocnénimi a zdravymi jedinci. Od této doby vyzkum cfDNA pokrocil, a krom¢é méteni
koncentrace cfDNA bylo zjisténo, ze cfDNA muze byt analyzovana v souvislosti s metylacnim
profilem, mikrosatelitovou nestabilitou ¢i mlize nést nejriznéj$i mutace genl vcetné téch
s onkogenni ¢i tumorsupresorovou funkci a nékteré analyzy cfDNA jiz byly zavedeny

v klinické praxi (Liebs et al., 2019; Liu et al., 2021; Vidula et al., 2022; Vitale et al., 2020).

Cilem nasi studie bylo identifikovat nové SNV v plazmatické cfDNA, které by souvisely
s odpovédi pacientll na 1€cbu a dale porovnat vysledky s nalezenymi mutacemi v tkani. V nasi
studii jsme sekvenovali 10 pacientid s nadory tlustého stfeva pomoci metody WES. V tumorové
DNA se nam podaftilo popsat dosud nepopsané varianty spojené s odpovédi pacientli na terapii
(GPR50  (c.1594A>G and c.1505 1516delCCACTGGCCACA), TPSDI ¢c.274G>A
(p.Ala92Thr), CPAMDS ¢.1022G>A (p.Arg341Gln) a OBP2A4 ¢.367 370del). Pfestoze n¢které
specifické mutace identifikované z tumorové tkané nebyly nalezeny v cfDNA, povedlo se ndm
vSak identifikovat mutaci v genu DCC, kterd nebyla detekovéana v tumoru. PfestoZe jiZ bylo
dosazeno vyznamného pokroku v cileném sekvenovani pomoci pfedem ptfipravenych genovych
panelil, celoexomové sekvenovani by mohlo pfinést mnohem komplexnéjsi analyzu. Tento
piistup by mohl identifikovat i nové dosud nepopsané varianty, které tak mohou vést napiiklad
k objeveni mechanismu, jakym si nadorové bunky ziskaly rezistenci ¢i dal§ich znakl
ovliviiujici u€innost 1éCby. Kromé jiz zminénych SNV bylo prokazano, ze pomoci WES mohou
byt identifikované také rizné fizni geny, pfestavby gentl ¢i riznd variabilita v poctu kopii

specifickych usekt genomu (Deng et al., 2022; Yang et al., 2016; Zhao et al., 2020).

Metaanalyza provedend skupinou Bos a kol., ukazala, ze citlivost v detekci SNV mezi
cfDNA tumorovou tkani je cca okolo 50 % - tzn. 50 % SNV piitomnych v nadorové tkéni je
detekované také v cfDNA (Bos et al., 2020). Autofi diskutovali, co je divodem pomé&rné nizké
citlivosti. Jednim z téchto parametrit by mohl byt biologicky material — idealné;si pro analyzu
je cfDNA z plazmy, protoze sérova cfDNA disponuje velkym cfDNA pozadim, protoZe v séru
dochazi k 1yzy lymfocyta, ze kterych se uvolituje DNA. Dal§im diivodem miize byt také nizka
frakce ctDNA v cfDNA. Citlivost WES se zvySuje pfi analyze vzorkt s frakci ctDNA vys$si nez
25 %. Dosud byly publikované jen dvé studie zabyvajici se WES u KRK (Crisafulli et al., 2019;
Toledo et al., 2017). Ve studii Toledo a kol., analyzovali pomoci WES DNA z plazmy a tumoru
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od jednoho pacienta s mKRK, ktery mél jaterni i plicni metastaze, ale nebyla u né¢j pfitomna
zadna mutace v “hot-spot” genech KRAS/NRAS/PIK3CA/BRAF. WES analyza prokazala, ze
v cfDNA se také nevyskytovala mutace ve vyse zminénych genech. V cfDNA detekovali 73 %
mutaci, které byly detekovany i v tumoru, a navic v plazmé bylo objeveno 14 mutaci, které
nebyly identifikovany v nadoru. Jedna z téchto mutaci byla mutace v genu KDR (¢.2518C>T)
vedouci ke zmén€ v receptoru VEGFR (Toledo et al., 2017). Tato mutace byla nasledné
potvrzena i pomoci PCR a testovana in vitro a in vivo (Toledo et al., 2018). Autofti popsali, Zze
prave tato mutace zpusobovala silnou rezistenci k antiangiogennim terapeutikiim. Druha studie
pak analyzovala pomoci WES SNV v plazmé, moc¢i a tumorové tkani. Studie zahrnovala 4
pacienty s mKRK. Shoda mezi témito biologickymi materialy se pohybovala mezi 28-57 %. Pti
porovndni plazmy a moci jako zdroje cfDNA, byl pocet SNV i frakce tumorové ctDNA
v cfDNA srovnatelny (Crisafulli et al., 2019). Nékolik dal$ich studii se zabyvalo WES analyzou
u riiznych nadorovych onemocnénich a % shody mezi cfDNA a DNA z tumorové tkané se
vétsSinou pohybovalo od 50 % az po 99 % (Adalsteinsson et al., 2017; Chicard et al., 2018;
Koeppel et al., 2017; Kunadirek et al., 2021; Manier et al., 2018). N¢kolik studii vSak popsalo
identifikaci mutaci v cfDNA, které naopak nebyly identifikované v tumorové DNA, a to véetné
nasi studie (Bos et al., 2020; Cervena et al., 2021a; Manier et al., 2018). SNV detekované pouze
v cfDNA odréaze;ji fakt, Ze jsou nadory tvofeny heterogenni populaci buné€k, a ne vzdy je mutacni
profil identicky v celé nadorové tkani. V nasi studii se ndm také povedlo popsat mutaci v genu
DCC v cfDNA, ktera naopak nebyla nalezena v tumorové tkani. Jednalo se o pacienta se
ctvrtym stddiem onemocnéni, coz znamend, Ze mutace nemusela pochazet z primarniho nadoru,
ale mohlo se jednat o mutaci pochazejici z metastatické¢ho utvaru. DCC gen koduje protein
DCC, ktery je transmembranovym receptorovym proteinem podilejici se na navadeéni rastu
axonul a byl popsan jako potencialni tumor supresorovy gen (Duman-Scheel, 2009; Fearon et
al., 1990; Mehlen & Fearon, 2004). V tumorové DNA jsme identifikovali i dosud nepopsané
varianty s nejistym vyznamem. (GPR50 (c.1594A>G a c.1505 1516delCCACTGGCCACA),
TPSDI ¢c.274G>A (p.Ala92Thr), CPAMDS ¢.1022G>A (p.Arg341GIln) a OBP24
c.367 370del), jejichz vyskyt se lisil mezi Spatnymi a dobrymi respondenty. Ve studii Saha
a kol., popsali protein GPR50 jako upregulovany u pacientli s hepatocelularnim karcinomem
a autofi naznacili, Ze by se mohl podilet na zpomaleni progrese nadorového onemocnéni pfimou
interakci s proteinem ADAMI17 podilejici se na regulaci Notch signalizace (Saha et al., 2020).
Ptitomnost mutace tohoto genu u KRK pacientii potvrdila i studie Hendricks a kol. (Hendricks
et al., 2020). TPSD je proteédza jejiz funkce zatim nebyla pfili§ dobie prozkouména, ale mutace

v tomto genu jiz jednou byla popsana u pacientll s pankreatickym karcinomem (Fraile et al.,
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2013). Co se tyce gentt CPAMDS a OBP2A, tak ty zatim nebyly popsany v zadné studii v

souvislosti s nadorovymi onemocnénimi.

Ptesto, ze nase studie 1 spousta dalSich poukazuji na slibny piistup tekuté biopsie na poli
onkologie, stale jsou potfeba dalsi obsahlé vyzkumy. WES, ale i dalsi analyzy, které jsme
aplikovali v naSich praci jsou stdle ve fazi vyvoje a vylepSovani technickych i biologickych
parametri, které by mohly zvysit senzitivitu a specifitu téchto analyz. Zdokonaleni téchto
metod by mohlo vést k identifikaci novych nddorovych biomarkert, které by pomohly

s personalizaci mediciny.
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9. Zavér

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
dalezitym tématem védecké komunity. V posledni dekade se do popiedi dostala piredevsim
tekuta biopsie, kterda mize poskytnout rozsifenéjsi informace o molekuldrnim stavu nadoru
a piinasi spoustu dalSich vyhod. Cilem naSich studii bylo dokazat, ze miRNA, IncRNA

a cfDNA mohou byt slibnymi biomarkery tekuté biopsie.

V plazmé RC pacientl byly identifikovany dvé miRNA (miR-122-5p a miR-142-5p),
které byly schopné nejenom rozlisit RC pacienty od zdravych kontrol, ale zarovei i predikovat
odpoveéd’ pacientli na 1é¢bu, a to jak u pacientll s primarnim RC, tak i metastatickym. Tumor-

supresorovy potencial téchto miRNA jsme potvrdili 1 v in vitro studiich.

Potencial IncRNA jako novych nadorovych biomarkerd jsme prokézali pro IncRNA
MALATI. V nasi studii jsme identifikovali amplifikaci MALATI vyskytujici se v adenomové
tkani, ale chybéjici v ptfilehlé mukédze. Expresni hladina MALATI v plazmé pak dokézala
stratifikovat KRA a KRK pacienty od CFI a také prokazala potencial prediktivniho biomarkeru
u KRK pacientt.

Pomoci WES jsme porovnavali plazmatickou cfDNA a DNA pochazejici z nadoroveé
tkané. V tumorové DNA se nam podafilo popsat dosud nepopsané varianty spojené s odpoveédi
pacientll na terapii (GPR50 (c.1594A>G and c.1505_1516delCCACTGGCCACA), TPSDI
c.274G>A (p.Ala92Thr), CPAMDS c.1022G>A (p.Arg341Gln) a OBP2A4 ¢.367 370del).
Prestoze nékteré specifické mutace identifikované z tumorové tkdné€ nebyly nalezeny v cfDNA,

povedlo se nam vSak identifikovat mutaci v genu DCC, kterd nebyla detekovana v tumoru.

Tato disertacni prace navrhla, ptfipadné ovéfila, nékolik potencidlnich kandidéatnich
biomarkert tekuté biopsie, které by mohly pomoci s ¢asnéjsi diagnostikou, zlepsit prognozu
onemocnéni a predikovat reakci pacienti KRK na zvolenou 1€¢bu. I pies veSkeré poznatky je
potfeba dalSich nezavislych studiich, véetné téch klinickych, které by mohly tyto vysledky
overit na nezavislé pocetnéjsi kohorté pacientll a piipadné popsat jejich presny biologicky

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