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Souhrn

Incidence a mortalita nddor( gastrointestinalniho traktu jsou na uUrovni, kterd predstavuje
zavainy problém. Tyto nadory maji nespecifické klinické priznaky, a proto casto dochazi
k pozdni diagndze. V poslednich letech byl zaznamendn vyrazny pokrok v oblasti vyhledavani
a sledovani molekularnich ukazatell nadorovych zmén v diagnostice, progndze a lécbé téchto
onemocnéni. Klinicka onkologie se v3ak stdle potyka s nedostatkem takovychto biomarkeru.
Cilem této prdace bylo najit nové biomarkery pro nadory gastrointestindlniho traktu, které by
korelovaly zejména s prognostickymi ukazateli a prediktory |écebné odpovédi Ci
chemorezistence.

Dizertacni prace je zaloZena na 5 studiich vénujicich se duktdlnimu adenokarcinomu
pankreatu, kolorektdlnimu karcinomu a hepatoceluldrnimu karcinomu s pouzitim
imunohistochemickych a  molekuldrnich metod. K hlavnim  vysledkim patfi
imunohistochemicky prokazana proteinovd exprese transportéri MRP2, SLC22A3
a SUR1/ABCC8 a jeji vyznamna souvislost s progndzou adenokarcinomu pankreatu. Dalsi
studie ukazala, Ze pfitomnost T a B lymfocyt(i ve vnitfnim invazivnim okraji hepatocelularniho
karcinomu po resekci souvisi s pfiznivou progndzou pacientl. U stejného onemocnéni vyskyt
mutaci v CTNNB1, polymorfismu TERT a hustota CD8+ lymfocytl vyznamné souvisi s delsi
dobou do opakovaného vyskytu onemocnéni. V posledni pfedkladané praci ukazujeme
vyznam sekvenovani exomu pro charakterizaci molekularniho profilu metastazujiciho
kolorektalniho karcinomu. V parovych vzorcich primarniho onemocnéni a synchronnich
jaternich metastaz byla potvrzena vysokd Cetnost somatickych variant v genech APC, TP53
a KRAS a podobnost mutacnich profilt ve vzorcich z obou typl nddorovych lozZisek.

V rdmci této doktorské prace bylo navrzeno nékolik novych pristupl vyuziti archivnich
vzorkl nadorovych tkani gastrointestindlnich karcinom( a identifikovdana fada novych
biomarkerl pro stanoveni progndzy pacientll. K potvrzeni nasich zavérd a zavedeni téchto
biomarkerl do klinické praxe jsou nezbytné dalsSi nezdvislé studie na vétSich souborech

pacientd.



Summary

The incidence and mortality of gastrointestinal cancers are at a level that represents a serious
problem. These tumours have non-specific clinical symptoms, which often results in late
diagnosis. In recent years, there have been significant advances in the identification and
monitoring of molecular markers of tumour changes in the diagnosis, prognosis and treatment
of these diseases. However, clinical oncology still faces a shortage of such biomarkers. The aim
of this study was to find new biomarkers that correlate especially with prognostic indicators
and predictors of treatment response or chemoresistance in gastrointestinal tract cancers.
This thesis is based on 5 studies addressing ductal adenocarcinoma of the pancreas,
colorectal cancer and hepatocellular carcinoma using IHC and molecular methods. The main
results include immunohistochemical evidence of protein expression of MRP2, SLC22A3 and
SUR1/ABCC8 transporters and its significant association with the prognosis of pancreatic
adenocarcinoma. Another study showed that the presence of T and B lymphocytes in the inner
invasive margin of hepatocellular carcinoma after resection was associated with a favourable
prognosis for the patients. In the same disease, the presence of mutations in CTNNB1, TERT
polymorphism and CD8+ lymphocyte density were significantly associated with longer time to
recurrence. In the last submitted study, we show the importance of exome sequencing for
characterizing the molecular profile of metastatic colorectal cancer. We confirmed the high
frequency of somatic variants in APC, TP53 and KRAS genes in paired samples of primary
lesions and synchronous liver metastases and the similarity of mutational profiles in samples

from both tumour types.

In the framework of this PhD thesis, several new approaches for the use of archival
samples of gastrointestinal cancer tissues have been proposed and a number of new
biomarkers have been identified to determine the prognosis of patients. Further independent
studies in larger patient cohorts are needed to confirm our findings and to introduce these

biomarkers into clinical practice.



1 Teoreticky Uvod

1.1 Nadory gastrointestinalniho traktu

1.1.1 Morfologicka stavba solidnich nadora

Nadory jsou tvoreny vlastni nadorové transformovanou a proliferujici slozkou — nadorovym
parenchymem a stromatem, které je tvoreno podpulrnou mezenchymalni tkani s cévami.

Ndadorové buriky maji charakteristické morfologické znaky, jako jsou velké jadro
s nepravidelnym tvarem a velikosti, prominujici jadérko a bazofilie cytoplasmy. Bunky maji
rdznou velikost a tvar. Jsou pritomné atypické mitézy. Tyto zmény reflektuji nadorovy
metabolismus bunék?.

Stroma ndadoru neboli nddorové mikroprostiedi je komplexni médium tvorené
nemalignimi burikami, extraceluldrni matrix a zanétlivymi medidtory. V nemaligni tkani jsou
parenchym a extracelularni matrix oddéleny bazalni membranou, v nddorové tkani je bazalni
membrana obvykle nekompletni. Nekompletni bazdlni membrana umoziuje uzkou interakci
nadorového mikroprostredi s nddorovymi bunkami. Tyto dynamické interakce umoznuji rist
tumoru, metastazovani a chemorezistenci. Buriky stromatu jsou krevni a lymfatické endotelie,
bunky imunitniho systému, s nadorem asociované fibroblasty, mezenchymalni zarodecné
buriky a pericyty?. Imunitni buriky rozdélujeme na buriky pfFispivajici k potlaéeni nadoru
(cytotoxické T lymfocyty, NK buriky, dendritické buriky (DCs), M1 makrofdgy a N1 neutrofily),
buniky umozniujici progresi nadoru (regulacni Tlymfocyty, M2 makrofdgy a myeloidni

supresorové buriky) a B lymfocyty s kontroverzni Glohou3*.

1.1.2 Imunologie nadora

Schopnost imunitniho systému rozpoznat a eliminovat nadorové burky c¢asto selhava
z dlvodu pfilisSné podobnosti burikdm normdlnim. Interakce nadoru a imunitniho systému je
oznacovana teorii 3E: ,elimination”, kdy jsou nadorové bunky rozpoznany a zlikvidovany,
Lequilibrium®, kdy imunitni systém dokaZze nadorovy rist kontrolovat, ale ne zcela eliminovat
a ,escape”, imunitni dozor selhdvad a dochazi k rozvoji nadorového onemocnéni. Odolnost

nadord vaci imunitnimu systému je zplsobena zejména variabilitou nadorovych bunék



a inhibici T lymfocytl a dalSich imunitnich bunék. V protinddorové imunité se uplatiuji jak
vrozené (NK bunky, neutrofily, makrofagy a komplement), tak adaptivni mechanismy (antigen
specifické T a B lymfocyty)*>.

Rozpoznani a likvidaci nadorovych bunék imunitnim systémem oznacujeme jako
imunitni cyklus. Nadorové antigeny jsou pohlceny DCs a v lymfatickych uzlinach jsou tyto
antigeny prezentovany prostfednictvim DCs T lymfocytdm. Aktivace T lymfocytl je regulovdna
prostiednictvim kontrolnich bodli membranového proteinu programované bunécné smrti
(PD-1) a cytotoxického proteinu asociovaného s T-lymfocyty 4 (CTLA4). Aktivované T lymfocyty
jsou transportovany krevnim obéhem zpét do nddoru, nadorové bunky jsou rozpoznany

a likvidovany. Uvolnénim nadorovych antigent imunitni cyklus pokracuje™®.

1.1.3 Klasifikace nadora

Pro spravnou lécbu, sledovani pacient(l a studium vzniku nadorovych onemocnéni je nezbytna
presna klasifikace nadord. Ke klasifikaci nadorll mazeme pfistupovat rlznymi zpusoby.
Standardné, historicky je klasifikace nador( zaloZena na primarni anatomické lokalizaci
a histologickém fenotypu. V soucasnosti viak nemlze samotna histopatologie zodpovédét
vSechny otdzky ohledné progndzy a odpovédi na IéCbu, a proto byva diagndza v urcitych

pfipadech doplnéna molekularnim a imunitnim profilem nadoru.

1.1.4 Molekularni klasifikace nadort

V soucasné dobé probiha vyvoj vysoce vykonnych molekuldrnich metod pro klasifikaci nadort
a dochdzi ke stratifikaci pacientl podle prognostickych a prediktivnich biomarker(i, coz
umozZnuje zpresnit progndzu a optimalizovat IéCbu pacientl. KRAS, BRAF a NRAS jsou dUlezité
prognostické indikatory u kolorektalniho karcinomu (CRC) a vyuzivaji se k predikci odpovédi

na cilenou anti EGFR terapii ’.

1.1.5 Mezinarodni systém klasifikace nadorti — WHO klasifikace nadort

Svétova zdravotnickd organizace (WHO) pravidelné vydava klasifikace nddor( pro jednotlivé

organové soustavy. Klasifikace je mezindrodnim standardem jak pro péci o pacienty, tak
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pro vyzkum nadorovych onemocnéni, obsahuje informace ke stanoveni histopatologické

diagndzy (typ nadoru) i v oblasti molekularni patologie.

1.1.6 Diagnostika nadort

Nadorové onemocnéni Ize diagnostikovat prostfednictvim zobrazovacich metod,
biochemickych onkomarkerd a onkopatologicky tkanovou diagnostikou nadoru. V patologii
se bézné pro diagnostiku nadorl vyuzivaji metody cytologie, histologie, imunohistochemie, in
situ hybridizace a molekularni patologie.

Typ nadoru urcuje patolog na zakladé histopatologického a molekularné biologického
vySetfeni. Jednotlivé typy nadord jsou popsané ve WHO Classification of Tumours®. Pro kazdy
konkrétni typ nadoru je vypracovan ,gradingovy” systém, podle kterého patolog uréi stupen
malignity neboli ,grade”.

Nejcastéji pouzivanym systémem kuréeni rozsahu nadorového onemocnéni, Cili
,stage”, je systém zaloZeny na popisu rozsahu primarniho nadoru (T), oblasti spadovych
miznich uzlin (N) a vzdaleného metastatického postizeni (M) tzv. TNM systém, vyuzivajici
klasifikacni prirucku TNM Classification of Malignant Tumours vydavany Union for
International Cancer Control®. Tento systém je vyvinut pro predikci klinického chovani
malignit, stanoveni optimalni terapie a usnadnéni vymény presnych informaci mezi lékafi.

V soucasné dobé je u CRC do TNM systému zaclenéno hodnoceni imunitni odpovédi
pfimo v nadoru jako TNM — | (TNM — Immune) = imunoskdre. Toto hodnoceni je zaloZzeno na
poctu, typu a lokalizaci imunitnich bunék v nadoru.

Pfedpoklada se, Ze v budoucnosti budou do TNM systému zaclenény i vysledky

genomického a proteomického profilovani nador®.

1.1.7 Transportéry zprostfedkovana lékova rezistence

Ucinek lé¢iva je zavisly na jeho koncentraci v cilovém misté a zavisi na schopnosti é¢iva
prestupovat pres biologické membrany, které jsou pfirozenou bariérou. Prestup |éCiva je
podminén jeho chemickou podstatou a moznostmi prestupu jsou pasivni difuze, transport

zprostiedkovany prenasedi, vezikuldrni transport a filtrace. Transport zprostiedkovany



pirenaseci je bud pasivni (usnadnéna diflize) nebo aktivni, zavisly na energii. Transportéry jsou
influxni a efluxnit?.

Klicovou roli ve zvySeném vylucovani léku z bunky hraji ABC transportéry, a to
zejména P-glykoprotein kddovany ABCB1 genem, MRP1 (multidrug resistance-associated
protein 1) kddovany ABCC1 genem a BCRP (breast cancer resistance protein) kédovany ABCG2
genem?!3, Zvysend exprese téchto tfi proteinl vede ke zvySenému vylucovani léka
z nadorovych bunék a tim i ke sniZeni jejich intraceluldrni koncentrace a U¢innosti'#-1,

Ve snizeném vstiebavani lékt burikami se uplatriuji SLC (solute carrier) transportéry.
Ke snizeni vstfebavani dochazi snizenim vazby na transportér nebo snizenim poctu
transportér(l. Jsou popsany transportéry pouze pro endogenni substraty, transport prevazné
xenobiotik, ¢i transportéry pro endogenni i cizorodé latky. Obvykle se jednd o multispecifické

transportéry.

1.2 Molekularni metody v onkologii

Pro diagnostiku, progndzu i cilenou |é€bu Ize vyuzit molekuldrni metody. Z tkané fixované
zamrazenim, etanolem nebo pufrovanym formalinem Ize izolovat nukleové kyseliny
a nasledné prokazat germinalni nebo somatické mutace. K izolaci nukleovych kyselin lze vyuzit
fenol-chloroformovou extrakci, komeréni kity nebo automatické izolatory.

V klinické onkologii Ize molekularnich metod vyuzit pro diagnostiku hereditarnich
onkologickych syndromt; vyhleddvani nosic mutaci s predispozici k nadorovému
onemocnéni; pro stanoveni progndzy; pro personalizovany vybér Iékd (napt. inhibitory EGFR,
BRAF, ALK, ROS1 a PARP), tekutou biopsii pro neinvazivni monitorovdni onemocnéni a

pro diagnostiku nadort neznamého pavodu?’.

1.2.1 Izolace DNA z formalinem fixované a parafinovou technikou zpracované tkané

S rozvojem NGS se archivni formalinem fixované a parafinovou technikou zpracované (FFPE)
tkané stavaji nejvétsim dostupnym zdrojem biologického materidlu s velkym potencidlem jako
zdroj molekularnich informaci. Formalin interaguje s proteiny a nukleovymi kyselinami v tkani,
v disledku toho vznikaji ptficné vazby (crosslinks) histon-DNA, DNA-protein, DNA-DNA,

formaldehyd-DNA adukty; dochdzi k deaminaci cytosinu a 5-methyl cytosinu s ndslednym
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vznikem , sekvenénich” artefakt(i'8. Cetnost vyskytu mutaci, zejména zamén C>T, je diky tomu

v FFPE tkanich vyssi neZ v odpovidajicich zmrazenych vzorcich?®.

1.2.2 Polymerazova retézova reakce

PCR je v rutinni diagnostice vyuzivana k prikazu fuznich gend, uréeni klonality onemocnéni
(nddorové klony B a T lymfocytl), priikazu znamych mutaci, namnoZeni Usek( DNA (cDNA) pro
nasledné analyzy (sekvenovani), prikazu hladiny exprese medidtorové RNA (mRNA)
a mikroRNA (miRNA) a detekci minimalni diseminované/rezidudlni nemoci?®. Jednd se
o vysoce citlivou metodu pro detekci nizkého poctu nddorovych bunék, coz vyuzivaji mnohé
klinické studie k sledovani zmén gen(i (mutace, delece, translokace a amplifikace), pfitomnosti

onkogennich virG a exprese gen( specifickych pro tkan, nddor ¢ metastazy?L.

1.2.3 Sekvenace nukleovych kyselin

Sangerova metoda Sekvenovani: Sangerovo sekvenovani je zaloZzeno na procesu replikace
DNA jako u PCR, ale v reakéni smési jsou fluorochromem znacené dideoxynukleotidy, které
prerusi proces replikace. Vznikla smés rizné dlouhych molekul DNA ukonéenych oznacenym
dideoxynukleotidem je elektroforeticky rozdélena podle velikosti. Kombinaci velikosti tsekd
DNA a detekce znacenych dideoxynukleotidli (ddNTP) lze odecist pozice jednotlivych
nukleotidli. Sangerovo sekvenovani se vyuziva k detekci jednotlivych mutaci (napf. BRAF,
BRCA1 a 2, c-KIT, EGFR a KRAS) a ovéfeni specifity PCR reakce?°.

Sekvenovani nové generace: NGS je metoda masivné paralelniho sekvenovani DNA.
NGS je zaloZeno na stejném principu jako Sangerovo sekvenovani, dochazi k navazani
fluorescenéné znacenych ddNTP a tim zastaveni replikace, nasleduje precteni signalu
a odstépeni ddNTP, nasleduje pokracovani replikace. Na rozdil od Sangerova sekvenovani se
DNA klonuje v bezbunéénych systémech, pro pfipravu sekvenacnich knihoven neni treba
bakterii; sekvenovani probiha masivné a paralelné a k detekci jednotlivych sekvenci dochazi
primo, bez potreby elektroforézy.

NGS ma mnoho vyhod (sekvenace vSech mutaci pro velky pocet gen, rychlost, citlivost

a relativné nizkd cena), proto se uplatiiuje v diagnostice novych mutaci, detekci znamych

11



mutaci, detekci variant poctu kopii, detekci hereditarnich syndromu a pro urceni prognoézy

a terapeutickych cilG?2.

1.3 Imunohistochemické metody v onkologii

IHC je metoda zaloZend na pfirozené schopnosti protildtek vazat se na specifické antigeny in
vitro. Nekovalentni vazba pouZité protildtky s antigenem v tkani je zprostfedkovand
hydrofobnimi vazbami, vodikovymi mustky, van der Walsovymi silami a interakci iontu.
Vyhodou IHC vysetfeni je jeho vysoka specifita a senzitivita s informaci o presné
lokalizaci antigenu v tkani. Dals$i vyhodou pro vyzkum je moZnost provadéni vysetfeni

na archivnich FFPE tkanich.

1.3.1 Vyuziti IHC metod

IHC vySetfeni se pouzivda v diagnostice nddorového typu (tkanové specifické markery),
stanoveni progndzy onemocnéni (prognostické markery) a indikaci k cilené terapii
(prediktivni markery).

IHC ztrata exprese v proteinech MMR ma diagnosticky, prognosticky i terapeuticky
vyznam: muZe indikovat potencionalni Lynchlv syndrom (barveni proteinG MLH1, PMS2,
MSH2 a MSH6)?3%>. CRC s MMR defekty maji obecné lepsi progndzu; neodpovidaji na 1é¢bu 5-
fluorouracilem, ale odpovidaji na 1é¢bu PD-1 inhibitory?®. Nadorové buriky exprimujici PD-L1
mohou byt cilem pro lécbu PD-L1 inhibitory u dlazdicobunééného karcinomu jicnu,
adenokarcinomu Zaludku a CRC?. HER2 abnormality u méné nez 5 % CRC a 18 %
adenokarcinom jicnu a Zaludku by mohly identifikovat pfipady vhodné k cilené 1é¢b&?728,

Proliferaéni marker protein Ki-67 (Ki67) se vyuZziva jako prognosticky marker pro uréeni
grade u neuroendokrinnich nador(?°. Molekuldrni abnormality u PDAC jsou dobfe

charakterizovany, ale nebyly zatim Uspé$né vyuZity jako IHC markery?®.

1.3.2 Interpretace IHC

Pro spravnou interpretaci IHC je nutnosti pouzivat adekvatni pozitivni a negativni kontrolu.

Hodnoceni vizualizace antigenu3C:
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1) Pritomnost nebo nepfitomnost signalu
2) Mikroanatomicka distribuce signalu (extraceluldrni prostor, typ bunék)
3) Subceluldrni lokalizace signdlu:
a. Membranova, u epitelovych bunék Ize navic rozliSit apikdlni a bazolaterdlni
lokalizaci signalu
b. Jaderna
c. Cytoplasmaticka
i. Granularni (organely)
ii. Fibrilarni (cytoskelet)
iii. Homogenni
Mlze byt hodnocena také abnormdlni nebo abnormalné lokalizovana pozitivita
v dusledku patologického procesu, napf. u mutace genu TP533931, V nékterych pfipadech se
uvadi procentualni zastoupeni nadorové populace exprimujici stanovovany antigen, napf.
proliferacni marker Ki67. Pfesnd kvantifikace intenzity reakce je obtizna a neexistuje zadny
univerzalni skdrovaci systém?3?, proto se pouZivaji riznad semikvantitativni hodnoceni napf.

slab3, stfedni ¢i silnd intenzita signalu.

2 Cile a hypotézy

Dizertacni prace je zaloZena na 5 studiich vénujicich se PDAC, CRC a HCC. Zakladnim cilem bylo
ziskat nové poznatky v oblasti biomarkerl pro nddory GIT pomoci korelaci s prognostickymi
ukazateli a prediktory |écebné odpovédi nebo chemorezistence. Definovali jsme tyto
vyzkumné otdzky:
1) Souvisi exprese a lokalizace proteini MRP2/ABCC2, SLC22A3, TAP1/ABCB2, CFTR
JABCC7, SUR1/ABCC8 a ABCD4 v nadorovych burikich PDAC s klinickymi daty
a prezivanim pacientt?
2) Ma exprese proteint MRP2/ABCC2, SLC22A3, TAP1/ABCB2, CFTR/ABCC7, SUR1/ABCC8
a ABCD4 vndadorovych burikdch PDAC prokazand imunohistochemicky stejnou
prognostickou vahu jako hladiny jejich transkriptli v predchozich studiich?
3) Maji distribuce a pocet T a B lymfocytd prognosticky vyznam u pacientd

s resekovanym HCC?
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4) Ma soucinnost genetickych (mutace TERTp a CTNNB1) a imunitnich (cytotoxické CD8+
T lymfocyty) faktord prognostickou hodnotu pro pacienty s HCC?

5) M4 sekvence exomu (tj. kompletni kodujici sekvence genomu) u pdarovych vzorki
primarniho CRC nadoru a synchronnich jaternich metastaz vyznam pro stanoveni
progndzy a predikci terapie?

6) Maji primarni naddory a synchronni jaterni metastdzy CRC stejny mutacni profil?

3 Metody, vysledky a diskuze

3.1 Publikace ¢. 1: Proteinovd exprese MRP2 a SLC22A3 souvisi s progndzou

adenokarcinomu pankreatu

3.1.1 Metody

Studie byla provedena na souboru archivnich parafinovych blok(. Blocky byly podrobeny
imunohistochemické analyze exprese proteinl MRP2/ABCC2 a SLC22A3 (solute carrier family
22 member 3) s pouzitim primarnich protilatek Anti-MRP2 antibody (M2 III-6), mouse
monoclonal, abcam ab3373, fedéni 1:100 a Anti SLC22A3 antibody (EPR6630), rabbit
monoclonal, abcam ab124826, fedéni 1:100. Hodnocena byla prevladajici cytoplasmaticka

lokalizace a pfitomnost ¢i nepfitomnost apikdlniho membranového barveni.

3.1.2 Vysledky — hlavni zjisténi

Bazalni lokalizace proteinu MRP2/ABCC2 a SLC22A3 v cytoplasmé byla zjisténa u 49 % pacientd
a 45 % pacientd. Apikalni membrana se pozitivné barvila v 45 % u proteinu MRP2/ABCC2 a v
29 % u SLC22A3.

Bylo zjisténo, Ze pacienti bez exprese proteinu SLC22A3 v apikdlni membrané maji
signifikantné kratsi DFS i OS neZ pacienti s pozitivni expresi. Analyzou kombinace exprese
obou proteinli v apikdlni membrané bylo zjisténo, Ze u pozitivhi exprese MRP2/ABCC2

i SLC22A3 je delsi DFS a u kombinace pozitivni exprese MRP2/ABCC2 a negativni SLC22A3 je

vvvvvv
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(apikdlni membrdna) a zdkladni funkcni souvislosti; vlastni zpracovdni

3.1.3 Diskuze

Na zakladé predchozi transkriptomické studie33-3> membranovych transportér( (vdechny ABC
a vybrané SLC transportujici cytostatika), ktera zjistila prognostickou hodnotu MRP2/ABCC2
a SLC22A3, jsme analyzovali souvislost jejich proteinové exprese v bunkach PDAC s progndzou.
Prokazali jsme, Ze exprese proteinu SLC22A3 souvisi s progndzou pacient s PDAC.

Tato studie se jako prvni zabyva proteinovou expresi SLC22A3 v nadorovych burikach
PDAC. Pacienti s proteinovou expresi SLC22A3 v apikdlni membrané nadorovych bunék maji
vyznamné delSi OS i DFS. SLC22A3 je exprimovan v plasmatické membrané bunék mnoha
tkani, kde transportuje vysoky pocet substratl, véetné protinddorovych IéCiv, ¢imZ se muze
pfimo podilet na ucinnosti protinddorové lécby. Genova exprese SLC22A3 je regulovana
geneticky i epigeneticky3®.

Pfedchozi studie zabyvajici se CRC, karcinomem prostaty3’3°, HCC*® a karcinomem

jicnu®#2 ukazuji, Ze genetickd, epigenetickd nebo fenotypova povaha SLC22A3 ma prediktivni
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¢i prognosticky potencial u nadorovych onemocnéni GIT. NaSe studie na PDAC tyto udaje
a jejich vyznam potvrzuje.

SLC22A3 se jako transportér |éCiv mlze podilet na ucinnosti protinadorové lécby:
Odpovéd' pacientd s CRC na chemoterapii kombinaci 5-fluorouracilu, kyseliny folinové
a oxaliplatiny®, pacientl s karcinomem hlavy a krku na terapii cisplatinou®* naznaduje
prediktivni charakter exprese proteinu. SLC22A3 hraje roli v |é¢bé jako transportér pro prijem
metforminu®>-47,

Kombinace exprese proteinll MRP2/ABCC2 a SLC22A3 a jejich prognosticky vyznam je
zcela novou oblasti. Vzhledem k funkci téchto transportér( jsme predpokladali, Ze negativni
exprese u MRP2/ABCC2 (eflux) a pozitivni exprese SLC22A3 (influx) bude souviset s delSim
prezivanim pacientd a naopak. Prokazali jsme vsak, Ze kombinace pozitivni exprese
MRP2/ABCC2 a pozitivni exprese SLC22A3 souvisi s nejdelSim bezptiznakovym i celkovym
pfezivanim pacientll, coz naznacuje vliv celkové dysregulace exprese téchto proteind
na progndzu pacientd.

Omezenim studie je nizky pocet vzork(, coZ souvisi s nizkym poctem resekabilnich
nadord v dobé diagndézy a omezenou dostupnosti sledovani pacientll z divodld vysoké
umrtnosti. Na druhou stranu se jedna o homogenni skupinu pacient(l Ié¢enych a sledovanych
v jednom velkém regiondlnim centru. Tyto vysledky je tfeba ovérit nezavislymi studiemi

na dalSich pacientech s PDAC i dalSimi nadorovymi onemocnénimi.

3.2 Publikace ¢. 2: Proteinova exprese a lokalizace ABC transportéri u duktalniho

karcinomu pankreatu: prognosticka role SUR1/ABCCS8

3.2.1 Metody

Studie byla provedena na archivnich parafinovych blocich. Vybrané fezy byly barveny v pIné
automatizovaném [HC barvicim automatu s pouzitim primdrnich Anti-ABCD4 antibody
produced in rabbit, HPA003396, Sigma-Aldrich, fedéni 1:500; Anti-CFTR antibody produced in
rabbit, HPA021939, Sigma-Aldrich, fedéni 1:250; Anti-SUR1 antibody produced in rabbit, PA5-
50836, Invitrogen, fedéni 1:30 a Anti-TAP1 antibody produced in rabbit, 11114-1-AP,

Proteintech, fedéni 1:200.
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Lokalizace proteinu byla hodnocena jako negativni nebo pozitivni v cytoplasmé
a v plasmatické membrané. Nasledné byla u vzork(l s pozitivni cytoplasmatickou expresi

hodnocena intenzita IHC exprese jako slaba, stfedni i silna v porovnani s pozitivni kontrolou.

3.2.2 Vysledky — hlavni zjisténi

Byla detekovana slaba aZ stfedni intenzita cytoplasmatického barveni TAP1/ABCB2 (antigen

peptide transporter 1) v nddorovych burnkach, membranové barveni nebylo detekovano.
Exprese modulatoru transmembranového reguldtoru vodivosti (CFTR/ABCC7) nebyla

v nddorovych burikdch detekovana, ackoli apikdlni membrana nemalignich pankreatickych

duktd se barvila se silnou intenzitou.

TAP1/ABCB2 CFTR/IABCC7?

Cytoplazmaticka exprese SUR1
& bezpiiznakové prezivani
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Cytoplazmaticka exprese SUR1 ~ strednilsilna
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p = 0,009

0.004
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Bezpriznakové prezivani v mésicich
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barveni; vlastni zpracovdni

U vsSech vzork(l byla detekovdna pozitivni cytoplasmatickd exprese SUR1/ABCC8

(sulfonylurea receptor 1) v nadorovych burikach se slabou az silnou intenzitou barveni. U 9
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vzorku bylo detekovano pozitivni barveni apikalni membrany nadorovych bunék. Ve stromatu
nékterych vzorku v blizkém okoli nadorovych tubuld se vyskytovaly jednotlivé silné se barvici
SUR1+ bunky.

Exprese proteinu ABCD4 (ATP binding cassette subfamily D member 4) v nddorovych
bunkach byla velmi variabilni. Ve vétsiné ptipadl se barvila jak cytoplasma, tak membrana.
U nékterych vzorkd s pozitivnim barvenim membrany byla nalezena vyraznd pozitivita pouze
apikalni membrany nebo apikalni a bazalni membrany nadorovych bunék.

Porovnani exprese proteind a klinickych dat pacientti: U bunék nadord stadia Ill nebo
IV Castéji chybéla exprese proteinu ABCD4 v membrané (33 %) ve srovnani s méné pokrocilymi
stadii | a Il (2 %). VétSina nadorl stadia Il nebo IV méla ojedinélé nebo stfedné pocetné
SUR1/ABCC8 pozitivni buriky ve stromatu kolem nadorovych tubull. Exprese proteind
TAP1/ABCB2, CFTR/ABCC7 nesouvisela s Zadnymi klinickymi daty pacient(.

Analyzou funkci preziti bylo zjiSténo, Ze pacienti se stfedni nebo silnou intenzitou
cytoplazmatického barveni SUR1/ABCC8 méli vyznamné kratsi PFS neZ pacienti se slabou

intenzitou. Exprese proteind TAP1/ABCB2, CFTR /ABCC7 a ABCD4 nesouvisela s prezitim

vvvvvv

3.2.3 Diskuze

Ve studii jsme se pokusili ovéfit proteinovou expresi méné casto studovanych ABC
transportérl TAP1/ABCB2, CFTR/ABCC7, SUR1/ABCC8 a ABCD4 v nadorovych burnkach PDAC
na zakladé dFive popsanych hladin transkript(33#2 a jejich prognostického vyznamu.

Vysledky cytoplasmatického barveni SUR1/ABCC8 poprvé naznacuji, Ze pacienti se
stfedné nebo silné se barvicimi nadorovymi burikami PDAC maji 3,5krat vyssi riziko progrese
onemocnéni, nez pacienti se slabou intenzitou. Souvislost mezi SUR1/ABCC8 a progndzou
pacientl je podporena i vyskytem SUR1/ABCC8 pozitivnich bunék ve stromatu kolem
nadorovych tubuld u pokrocilych stadii. Hypotéza, Zze SUR1/ABCC8 miize souviset s progresi
onemocnéni je podporena pfedchozim ndlezem ukazujicim, Ze nddorové bunky exprimujici
SUR1/ABCC8 mohou indukovat transformaci fibroblastd v mikroprostfedi nadoru
a podporovat progresi nemalobunéénych plicnich karcinomua®®.

Tato studie, na zakladé souvislosti negativni exprese ABCD4 v membrané nadorovych

bunék a pokrocilym stadiem PDAC, naznacuje mozny vztah se Spatnou prognézou, ale analyza
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preziti pacientll tento predpoklad nepotvrdila. Drivéjsi studie uvadéji souvislost ABCD4
transportéru s progndézou pacientd sCRC° a PDAC* a rezistenci na cisplatinu
u nemalobunééného karcinomu plic in vitro®!, pfesto nase vysledky prognosticky vyznam
ABCD4 u PDAC nepotvrzuji.

Omezenim této studie je maly soubor vzorkd z divodu nizké resekability a nepfiznivé
progndézy PDAC. Zdlvodu vysoké heterogenity barveni a absence systému hodnoceni
proteinové exprese ABC transportérd v nadorovych burikdch jsme zvolili kombinaci
kvalitativniho a kvantitativniho hodnoceni v jednotlivych kompartmentech buriky. Vyhodou
studie je stejnorodost skupiny pacient(, ktefi byli ptijati, oSetfeni a sledovani jednim centrem

jednotnym stylem.

v

3.3 Publikace ¢. 3: T a B lymfocyty ve vnitfnim invazivnim okraji hepatocelularniho

karcinomu po resekci souvisi s pfiznivou prognézou

3.3.1 Metody

Studie byla provedena na souboru archivnich parafinovych blokl. Ty byly podrobeny IHC
detekci CD3+ T lymfocytl, CD8+ T lymfocytl a CD20+ B lymfocytU s pouzitim automatického
systému BOND RXm; s pouzitim ndasledujicich protilatek: 30ml CD3 (LN10) Bond RTU Primary,
Leica Biosystems Newcastle Ltd, PA0122; 7ml| CD8 (4B11) Bond RTU Primary, Leica Biosystems
Newcastle Ltd, PA0183 a 7ml CD20 (L26) Bond RTU Primary, Leica Biosystems Newcastle Ltd,
PA0200.

Vysetfovana tkan byla rozdélena do oblasti zajmu na centrum nadoru, vnitini a vnéjsi
invazivni okraj nadoru (500 mikrometri od hranic nadoru dovnitf a vné), jaterni tkan v
blizkosti nadoru (500 mikrometru tlusty lem pfiléhajici k oblasti vnéjsiho invazivniho okraje)
a nemaligni jaterni tkan (oblast vice jak 1 000 mikrometr( od hranice nadoru). Nasledné byly
jednotlivé oblasti nahodné systematicky vzorkovany pro analyzu prostfednictvim
stereologického software Ellipse (ViDiTo), kde byly pocitany CD3+, CD8+ a CD20+ jaderné

profily.
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3.3.2 Vysledky — hlavni zjisténi

Distribuce imunitnich bunék v jednotlivych oblastech zajmu: Hustota jadernych profild CD3+
i CD8+ T lymfocytd byla vyznamné vyssi neZ hustota CD20+ B lymfocytd ve vSech oblastech
zajmu. Nejvyssi hustota vsech typl sledovanych bunék byla v nemaligni tkani priléhajici
obsahovala vyznamné vyssi pocty vSech typU bunék nez vnitini ¢ast, proto byly tyto oblasti
zajmu hodnoceny samostatné.

Prognosticky vyznam imunitnich bunék: TTR byl spojen se stfedni a vysokou hustotou
CD8+ bunék v centru nadoru. Vysoka hustota CD3+ a CD20+ bunék v centru nadoru, vysoka
hustota CD3+, CD8+ a CD20+ bunék ve vnitinim okraji nddoru a stfedni hustota CD20+ bunék
v jaterni tkani v blizkosti nadoru byly nezavislymi prediktory nizkého rizika recidivy. Vysoké

pomeéry hustot CD3+ a CD20+ bunék mezi vnitfnim a vnéjsim okrajem souvisely s delSim TTR.

3.3.3 Diskuze

Tato prdce analyzovala imunitni mikroprostfedi HCC z hlediska typu, hustoty, lokalizace
a pripadné interakce CD3+, CD8+ a CD20+ bunék v rliznych oblastech nadoru a nemaligni
tkané. Poprvé byl okraj nadoru rozdélen na vnitfni a vnéjsi lem se statistickymi rozdily hustoty
jednotlivych bunék. S ohledem na mensi vyznam CD3+ T lymfocytl nebudou tyto burky dale
diskutovany.

Vétsi infiltrace vnéjsiho invazivniho okraje ve srovnani s vnitfnim, mlze byt ¢aste¢né
s literaturou®?°3, opouzdfeni nadoru je spojovano se snizenou invazivitou nadoru a del$im
pfeZivdnim pacientd®3>°. Poméry hustoty imunitnich bunék mezi vnitfnim avné&jsim
invazivnim okrajem nesouvisely s opouzdfenim nadoru, z éehoz vyplyva, Ze samotné pouzdro
neni prekazkou pro infiltraci nddoru lymfocyty.

Jednotlivé prediktivni schopnosti CD8+ T lymfocytli a CD20+ B lymfocytl se zvysily,
pokud byly spojeny. Pacienti se stfedné vysokou hustotou CD8+ i CD20+ lymfocyt( ve vnitinim
okraji nddoru méli nejdel$i TTR i DFS. Podobné nélezy uz byly publikovédny u HCC®® a jaternich
metastaz CRC>’. CD8+ T lymfocyty jsou povaZovany za hlavni protinddorové imunitni buriky

u HCC a dalSich nadorovych onemocnéni®®>°. B lymfocyty se mohou uplatnit jako buriky
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prezentujici antigen, které spoustdji a moduluji imunitni odpovéd T lymfocytG®. Pozitivni
korelace hustot CD8+ a CD20+ lymfocytl ve vSech oblastech zajmu naznacuje spolupraci
téchto bunék a omezeni lokalniho nebo systémového Sifeni nadoru®-62,

Vétsi poméry CD8+ T lymfocytd a CD20+ B lymfocytd mezi vnitfnim a vnéjsim
invazivnim okrajem ndadoru souvisely s delSim TTR i DFS. Poméry hustot vnitfniho k vnéjSimu
okraji nadoru korelovaly s pfislusnou hustotou bunék v centru nadoru, proto nadory s vy$sim
pomérem hustot vnitfniho k vnéjSimu okraji nddoru lze povaZzovat za nddory ,horkého”
nadorového fenotypu a naopak. Proto by poméry hustoty bunék mezi vnitfnim a vnéjsim
okrajem mohly pomoci Iépe charakterizovat nadorové imunitni mikroprostredi i stratifikovat
rizika Uniku nadorovych bunék imunitni reakci.

Velka vétsina praci studujicich prognostickou hodnotu tumor infiltrujicich lymfocytd
(TILs) u HCC hodnotila pouze infiltraci centra nddoru®. Souhrnné vysledky odpovidaji zjisténim
této studie a ukazuji del$i DFS u pacientl s vyssi hustotou CD8+ bunék v centru nadoru.
Nesoulad s vysledky jinych studii®®” mQZe souviset s riznymi kohortami pacientt (cirhdza,
virovad hepatitida), odliSnou anotaci oblasti zajmu a odliSnou metodou hodnoceni poctu
lymfocyt(. Standardizace hodnoceni TiILs podle doporuéeni mezindrodniho konsorcia®® by
zlepsila konzistenci a reprodukovatelnost téchto dat.

Hlavnim omezenim této studie je mala velikost vzorku. Nizkd prevalence pacient(
s hepatitidou a cirhdzou neumoziuje reprodukovat vysledky na pacienty s virovou etiologii,

vvvvvv

pohled na pacienty se steatohepatitidou.

3.4 Publikace ¢. 4: CTNNB1 mutace, TERT polymorfismus a hustota CD8+ bunék

u resekovaného hepatocelularniho karcinomu souvisi s del$i dobou do relapsu

3.4.1 Metody

Studie byla provedena na archivnich parafinovych blocich. 1zolace DNA z parafinovych bloku
nadorové tkané a prilehlé nemaligni tkdné byla provedena pomoci RecoverAll™ Total Nucleic
Acid Isolation Kit pro FFPE podle protokolu vyrobce. Nasledné byla provedena amplifikace

DNA v Useku pro promotor genu TERT (TERTp) a exon 3 genu CTNNBI1 prostiednictvim PCR
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s pfislusnymi primery a nasledné sekvenovana v obou smérech Sangerovym sekvenovanim.
Chromatogramy byly hodnoceny vizualné.

Genotypizace polymorfismu rs2853669 TERTp byla provedena alelickou diskriminaci
pomoci TagMan® SNP Genotyping Assays (Applied Bioscience) na pfistroji CFX96 Touch Deep
Well Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad).

Vybrané fezy fezy podrobeny imunohistochemické detekci CD8+ T Iymfocytu
v automatickém systému BOND RXm. Byla pouzita primarni protildatka 7ml CD8 Bond RTU
Primary (PA0183), klon 4B11, Leica Biosystems Newcastle Ltd. Vzorky s nadorovou tkani byly
rozdéleny na centrum nadoru, invazivni okraj nddoru a nemaligni jaterni tkan. Invazivni okraj
nadoru byl definovan jako 1000 um oblast se stfedem na hranici nadoru. Nasledné byly
jednotlivé oblasti ndhodné systematicky vzorkovdny pro stereologickou analyzu
prostfednictvim stereologického software Ellipse (ViDiTo), kde byly pocitany CD8+ jaderné

profily.

3.4.2 Vysledky — hlavni zjisténi

Mutace TERTp byla detekovana u 44 (75,8 %) pacientll a mutace CTNNB1 u 21 (35,6 %)
pacientl pouze v nddorové tkani. VSechny vzorky byly pozitivni na polymorfismus rs2853669
TERTp. U vétsiny genetickych nalezl nebyla prokdzana korelace s klinickymi daty pacient(.

Nejvyssi hustota CD8+ bunék byla v invazivnim okraji nadoru, nasledovala nemaligni
jaterni tkan a nejméné CD8+ bunék bylo v centru nadoru.

Jedinci s mutovanym CTNNB1 méli delsi TTR. Mutace TERTp prognosticky vyznam
nemély, avsak sledovany polymorfismus rs2853669 v tomto genu ano. Homozygotni GG
jedinci méli delSi TTR a téz delsi DFS ve srovnani s nosic¢i polymorfismu v divoké (AA) nebo
heterozygotni (AG) formé. Vyssi hustota CD8+ bunék v centru a invazivnim okraji nadoru
souvisela s nizsim rizikem recidivy a delSim DFS.

Pfitomnost mutace CTNNB1 v kombinaci s vysokou hustotou CD8+ bunék v centru
a invazivnim okraji nadoru souvisela s nizSim rizikem recidivy a delsim DFS. Stejné tak
kombinace genotypu GG pro polymorfismus rs2853669 v TERTp s vysokou hustotou CD8+

bunék v centru a invazivnim okraji nddoru souvisela s delSim TTR a DFS.
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3.4.3 Diskuze

Jedna se o prvni prezentaci vysledkl soucinnosti genetickych a imunitnich faktorl a jejich
prognostického vyznamu u HCC. Kazdy z jednotlivych faktor(: GG polymorfismus rs2853669
v TERTp, mutace v CTNNB1 a vysoka hustota CD8+ bunék je spojen s delSim TTR a DFS.
Kombinace téchto genetickych a imunitnich faktord zlepsila vzajemny prognosticky vyznam
s ohledem na prezivani pacientd.

V této studii jsme potvrdili vysokou frekvenci mutace TERTp, kterd je pfticinou
reaktivace telomerazy u nadorovych onemocnéni®. Vyskyt mutace TERTp v naSem souboru
(75,8 %) je vyssi neZ u jiného evropského souboru nevirového HCC (56,6 %)7°. Tato studie
ukazala statisticky vyznamnou asociaci genotypu GG rs2853669 s delSim TTR a DFS, v souladu
s prognostickymi udaji pro dalsi typy nddorovych onemocnéni’®.

CTNNB1 signalni kaskddy WNT/B-catenin je aktivovan ve 30 az 50 % HCC’? a jedna se
o jeden z nejéastéji mutovanych gen( ovliviujici HCC’!. Frekvence mutaci CTNNBI1 (35,6 %)
i jejich lokalizace zjisténd v této studii souhlasila s literaturou’. V literatufe dostupné udaje
ukazuji asociace mutace CTNNB1 s pfiznivou progndzou, zejména s delSim celkovym
pfeZivanim’4, ale v této studii pozorujeme nizsi riziko recidivy. Zaroveri jsme nepozorovali
souvislost mutace CTNNBI1 s klinickymi daty a patologickou charakteristikou nadoru, coz mlze
souviset s nevirovou etiologii HCC u souboru nasich pacientll, na rozdil od asijskych studii
prevaziné s virovou etiologii.

TILs jsou zasadni slozkou imunitni odpovédi na nddor®. Uloha imunitnich bunék u HCC
byla Siroce prozkoumana®®7>77, buriky mohou pUsobit pronadorové &i protinddorové. Tyto
studie ukazuji, Ze pfizniva progndza je spojena s vysokou hustotou NK bunék, B-bunék, T-
lymfocytl a DCs, zatimco vysoky pocet monocytl, neutrofil(i a T regulacnich lymfocytl souvisi
se Spatnou progndzou pacientll. Vysokda hustota CD8+ lymfocytll je spojovana s lepsi
progndzou pacientd®7>787°, coi se v této studii potvrdilo.

V predchozich studiich byly pouzity bud pouze genetické, nebo imunitni biomarkery,
ale nebyly studovany ve spojitosti. Mutace a imunitni odpovéd se vzdjemné ovliviuji
a frekvence mutaci muZe stimulovat imunitni odpovéd v mikroprostiedi nadoru8%8l,
Kombinace vlivu hustoty CD8+ lymfocytl a genetickych zmén (mutace CTNNBI1 a genotypizace

rs2853669 TERTp) zptesnily prognostickou hodnotu vysledk.
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Omezenim této studie je maly soubor pacientd, pro zpfesnéni prognostickych nastroja

je tfeba provést studii na vétsim poctu vzorka.

3.5 Publikace ¢. 5: Sekvenovani exomu parovych vzorkd kolorektalniho karcinomu

a synchronnich jaternich metastaz pro progndzu a predpovéd terapie

3.5.1 Metody

Studie byla provedena na souboru archivnich parafinovych blok(i. DNA byla izolovana pomoci
sady RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit pro FFPE tkané (Thermo Fisher Scientific)
podle protokolu vyrobce. Z izolované DNA byly pfipraveny knihovny pomoci sady SureSelect
XT Low Input for lllumina Kit se sadou sond Human All Exon V7 (obé Agilent) podle protokolu
vyrobce. Po hodnoceni kvality a kvantity DNA knihoven byly knihovny slouéeny ekvimolarnim
zpUsobem a sekvenovany na platformé NovaSeq 6000 (Illlumina Inc.) s vyuZitim sekvenacni
soupravy S2 a nastavenim 100 cyklG parového ¢teni. Zamyslené primérné pokryti cile bylo
150-200x s o¢ekavanou pridmérnou mirou duplicit 50-60 %.

Hrubd data pochdzejici pfimo ze sekvenatoru byla pfedzpracovdna a nasledné byla
provedena identifikace somatickych variant a kratkych inzerci a deleci (indell). Nalezené
varianty byly anotovany pomoci nastroje Variant Effect Predictor (VEP) v99.2 a provedena
analyza mutacnich podpisd typu substituce jedné baze (SBS) s vyuZzitim referencnich podpist
z databdze COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer)®? a detekovana instabilita
mikrosatelitni DNA®3, Déle byla provedena analyza nddorové mutaéni zatéie (TMB) se
srovnanim s daty z projektu TCGA MC3 (Multi-Center Mutation Calling in Multiple Cancers )3
a analyza variability poctu kopii (CNV).

Validace in silico pomoci The Cancer Genome Atlas (TCGA) dat byla provedena

na datové sadé TCGA COAD-READ, vcetné somatickych mutaci, fenotypu a udajli o preziti.

3.5.2 Vysledky — hlavni zjisténi

Obecné deskriptory sekvenovani celého exomu a profilovani variant: Celkovy pocet

somatickych variant po filtraci na zakladé vybranych kritérii byl v priméru 206,8 + 71,9
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uvzorkd z primarnich nadord a 207,9 + 53,1 u metastdz. U Zadného vzorku nebyla
klasifikovana pfitomnost vysoké mutacni zatéze nebo s vysokou mikrosatelitovou nestabilitou
(MSI-H). Jak u primarnich nador(, tak u metastaz byla nejc¢astéjsi tfidou variant zaménova
(missense) mutace a nejcastéjSim typem jednonukleotidova varianta, ndsledovana deleci
a inzerci. Nejcastéjsi zménou nukleotidu byla varianta C>T. Nejéastéji zménéné geny byly APC,
TP53 a TTN v obou typech vzork.

Po odfiltrovdni zménénych genl bez patogenniho Ucinku® dle FLAGS (FrequentLy
mutAted GeneS) zUstaly nejcastéji zménénymi geny APC, TP53, TRIP11, MUC5AC, MUC3A
a FAM186A v primarnich nddorech a APC, TP53, MUC5AC , FAT4 a KRAS v metastazach,
zndzornéno na obrdazku 19.

Analyzou zavedenych signélnich drah u CRC8 bylo nalezeno ve vzorcich z metastéz vice
variant v RTK-RAS (receptor tyrosine kinase —RAS) a Hippo drahach a vice variant ve WNT
signalni draze u primarnich nadoru. Rozdily vSak nebyly statisticky vyznamné.

Geneticky profil pacienti rozdéleny podle objektivni odpovédi na neoadjuvantni
systémovou terapii: Primdrni nadory Spatné odpovidajicich pacientl nesly vyznamné vice
variant v drdze TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand),
v metastatickych tkanich méli Spatné odpovidajici pacienti vyznamné vice variant v genu
MUC3A.

Analyzou preziti byla nalezena fada asociaci s RFS nebo s OS pacient(, ale u vétSiny
primarnich nadorl se nepodafrilo tyto vztahy validovat ve verejné dostupné databdazi TCGA.
Pacienti s variantami MUC5AC v metastazach méli kratsi RFS a OS, s variantami DNAH11
v metastazach méli vyrazné kratsSi OS a s variantami ATM v metastazach méli kratSi RFS.
Jedinym validovanym prognostickym biomarkerem byla frekvence zdménovych mutaci v genu
KRAS, kterd byla v primarnich nadorech vyznamné vyssi u pacient( s kratSim RFS. Tento vztah

byl ovéren i na valida¢nim externim setu TCGA (n=380).

3.5.3 Diskuze

Cilem studie bylo poskytnout prehled genetickych zmén kdédujici ¢asti genomu v parovych
vzorcich primdrnich nddor(i CRC a synchronnich jaternich metastdz v souvislosti s odpovédi
na lécbu a prezivanim pacientll. Primarni nadory a jaterni metastazy se v celkové nadorové
mutacni zatézi vyrazné nelisily.
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Pacienti s variantami KRAS v primarnich nadorech méli kratsi prezivani bez relapsu
a celkové prezivani, tento negativni prognosticky vyznam prokazala i velka studie na 13 101
pacientech®’. Rozpor mezi dfive publikovanou ¢etnosti mutaci KRAS 40 %22 a Eetnosti v nasi
studii 15 % pricitdme agresivnéjsi povaze onemocnéni nddord s KRAS mutaci, horsi prognézou
a niz3i pravdépodobnosti chirurgické resekce metastaz®.

Nékolik genl mutovanych v metastazach bylo vyznamné spojeno s prezitim pacientq,
ale z dlivodu nedostatku validac¢nich dat je posouzeni klinického vyznamu nemozné.

Na zakladé velkého rozdilu v poctech variant u primarnich nadort (30 %) a metastaz
(5 %) muze TRIP11 predstavovat novy kandidatni fidici (oncodriver) gen v metastazach CRC.

Za omezeni studie mlzZe byt povaZovan maly pocet pacient(l, avSak parové vzorky
primarnich nadord a metastaz je obtizné ziskat a predchozi studie uvadéji obdobné malé pocty
pacient(®®%3. Zahrnutim metachronnich metastaz do studie bychom ziskali populaci velmi
heterogennich pacientll a proto jsme studii omezili pouze na pacienty se synchronnimi
metastazami.

Dals$im omezenim muze byt pouziti FFPE vzorkd, u kterych se zvySuje riziko
nadhodnoceni zejména tranzice C>T* a v souéasnosti neexistuje standardizovana metoda jak
tento jev eliminovat®. Z toho divodu byla aplikovana velice pfisna filtraéni kritéria béhem
predzpracovani dat, kterd harmonizovala mutacni frekvence s verejné dostupnymi daty
v TCGA.

Design WES neumoznuje analyzu velkych strukturalnich variant a nekddujici ¢asti
genomu, které by bylo mozné detekovat pomoci celogenomového sekvenovani. Sekvenace
exomu s vysokym pokrytim presto prindsi hlubsi vhled do ¢asti genomu, které jsou potencidlné
funkéni. Navic vazby mezi nekddujicimi oblastmi a nddorovym onemocnénim jsou zatim

relativné nejasné®>.

4 Zavér
Studie v této dizertacni praci byly provedeny na archivnich parafinovych blocich. Tyto vzorky
jsou i pres nékteré nevyhody vyznamnym zdrojem materidlu pro vyzkum ndadorovych

onemocnéni. VySetfeny vSsak mohou byt pouze resekované nadory, coz je omezeni zvlasté

u onemocnéni, kde je vysoké procento nadorl neresekabilnich.
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1) Potvrdili jsme predchozi vysledky naznacujici prognosticky vyznam SLC22A3
pro maligni nddory GIT.
2) Prokazali jsme prognostickou roli exprese proteinu SUR1/ABCC8 u pacientll s PDAC
a potvrdili jsme predpoklady ziskané pomoci transkriptomiky.
3) Prokazali jsme prognosticky vyznam CD8+ a CD20+ lymfocytd ve vnitfnim a vnéjsim
okraji HCC.
4) Prokazali jsme prognosticky vyznam kombinace mutace CTNNB1 a hustoty CD8+
lymfocytl v resekovanych HCC.
5) Potvrdili jsme vysokou cetnost somatickych variant v genech APC, TP53 a KRAS
a obecnou podobnost mutacnich profill mezi parovymi vzorky primarnich nador(
a synchronnich jaternich metastdz CRC. Objevili jsme nové kandidatni geny s rozdily
mezi primdrnim naddorem a metastazou a moznym prognostickym dopadem.
Studie prokazaly, Ze kombinace imunohistochemickych a molekularnich metod
a studium interakce imunitnich a genetickych faktord muze zpresnit stanoveni progndzy
na rozdil od pouZiti jednotlivych biomarkerl pro stanoveni progndzy. DalSim dulezitym
zjisténim bylo, Ze vysledky transkriptomickych studii je potfeba ovéfit stanovenim exprese
proteinli v nadorové tkani, coz vyrazné zvysuje jejich validitu pro dalsi vyzkum. U hodnoceni

infiltrace nadorl lymfocyty je klicové stanoveni jednotlivych oblasti zajmu.
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