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Seznam použitých zkratek 

Pozn.:  

Zkratky všech genů v této práci jsou uvedeny dle standardizované nomenklatury Human 

Genome Organisation Gene Nomenclature Committee (HGNC, Tweedie et al. 2021). 

 

22(R)-HC 22(R)-hydroxycholesterol 

24,25-EC 24,25-epoxycholesterol 

24-HC 24(S)-hydroxycholesterol 

25-HC, 25-OHC 25-hydroxycholesterol 

27-HC, 27-OHC 27-hydroxycholesterol 

4β-OHC 4β-hydrochycholesterol 

5-FU 5-fluorouracil 

5α,6α-EC 5α,6α-epoxycholesterol 

5β,6β-EC 5β,6β-epoxycholesterol 

7-KC 7-ketocholesterol 

7α-HC, 7α-OHC 7α-hydroxycholesterol 

7β-HC 7β-hydroxycholesterol 

AACR American Association for Cancer Research 

ABC angl. ATP-binding casette 

AEBS angl. antiestrogen binding site 

AML akutní myeloidní leukémie 

BAF angl. B-allele frequency 

BMI index tělesné hmotnosti, angl. body mass index 

CA angl. cancer antigen 

cDNA komplementární DNA 

CEA angl. carcinoembryonic antigen 

CETP cholesteryl-ester transferový protein 

CI konfidenční interval 

CIN chromozomální nestabilita, angl. chromosomal instability 

CML chronická myeloidní leukémie 
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CMS konzenzuální molekulární subtyp, angl. consensus molecular 

subtype 

CN mutační podpis dle CNV, angl. copy number signature 

CNV varianta v počtu kopií, angl. copy number variant 

COSMIC Catalogue of Somatic Mutations in Cancer 

CRC kolorektální karcinom 

CT počítačová tomografie 

CTC cirkulující nádorové buňky 

ctDNA cirkulující nádorová DNA 

DBS mutační podpis dle dvounukleotidových substitucí, angl. double 

base substitution 

DDA dendrogenin A 

DFS přežití bez onemocnění, angl. disease-free survival 

DIABLO Data Integration Analysis for Biomarker discovery using Latent 

variable approaches for Omics studies 

EK etická komise 

ER estrogenový receptor 

ERBB2 receptor tyrosin-protein kinázy erbB-2 (také HER2) 

FDR míra falešně pozitivních nálezů, angl. false discovery rate 

FFPE formalin-fixed paraffin-embedded 

FIGO Mezinárodní federace gynekologie a porodnictví, angl. International 

Federation of Gynecology and Obsterics 

FXR farnesoid X receptor 

GWAS angl. genome-wide association study 

HER2 receptor tyrosin-protein kinázy erbB-2 (ERBB2) 

HGNC Human Genome Organisation Gene Nomenclature Committee 

HGSC serózní karcinom s vysokým grade, angl. high grade serous 

carcinoma 

HRD porucha homologní rekombinace, angl. homologous recombination 

deficiency 

HRR oprava DNA homologní rekombinací, angl. homologous 

recombination repair 
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HRT menopauzální hormonální terapie, angl. menopausal hormone 

replacement therapy 

ChEH cholesterol-5,6-epoxide hydroláza 

ChT cholestan-3β,5α,6β-triol 

ID mutační podpis dle insercí a delecí (indelů) 

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

LGSC serózní karcinom s nízkým grade, angl. low grade serous carcinoma 

LXR Liver X receptory 

MDR angl. multidrug resistance 

MMR angl. mismatch repair 

MR magnetická rezonance 

MSI mikrosatelitová nestabilita (popř. vysoká MSI – MSI-H) 

NCI National Cancer Institute (USA) 

NGS sekvenování nové generace, angl. next-generation sequencing 

NHEJ proces opravy DNA nehomologním spojováním konců (angl. non-

homologous end-joining) 

NSAID nesteroidní protizánětlivá léčiva, angl non-steroidal anti-

inflammatory drugs 

NTRK neurotrofická tyrosin receptor-kináza 

OR angl. odds ratio 

OS celkové přežití, angl. overall survival 

OSBPs proteiny vázající oxysteroly, angl. oxysterol-binding proteins 

PANTHER Protein Analysis Through Evolutionary Relationships 

PARPi poly(ADP-ribóza)-polymeráza – inhibitor 

PCA Principal Component Analysis 

PCR polymerázová řetězová reakce, angl. polymerase chain reaction 

PET CT/MR pozitronová emisní tomografie a počítačová tomografie nebo 

magnetická rezonance 

PFI progression-free interval nebo platinum-free interval, v závislosti na 

kontextu (v textu vysvětleno) 

PR progesteronový receptor 

PXR pregnane X receptor 
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RECIST Response Evaluation Criteria in Solid Tumors 

RFS přežití bez relapsu, angl. relapse-free survival 

RIN číslo integrity RNA, angl. RNA integrity number 

ROR angl. retinoic acid receptor-related orphan receptors 

ROS reaktivní formy kyslíku, angl. reactive oxygen species 

RR relativní riziko 

RS mutační podpis dle velkých strukturních změn, angl. rearrangement 

signatures 

RSS přežití chorobově-specifické, angl. disease-specific survival 

SBS mutační podpis dle jednonukleotidových substitucí, angl. single 

base substitution signature 

SERM selektivní modulátor estrogenového receptoru, angl. selective 

estrogen receptor modulator 

SNP jednonukleotidový polymorfismus 

SZÚ Státní zdravotní ústav 

TCGA The Cancer Genome Atlas 

TMB mutační zátěž nádoru, angl. tumor mutation burden 

TOK test na okultní krvácení 

TPM počet transkriptů na milion, angl. transcripts per million 

WHO Světová zdravotnická organizace, angl. World Health Organization 
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Souhrn (Abstrakt) 

Nádorová onemocnění dnes představují nejčastější příčinu úmrtí v ekonomicky 

rozvinutých zemích, přičemž epidemiologické ukazatele setrvale rostou v měřítku 

globálním. To je následkem především socioekonomického a demografického vývoje, 

zejména stárnutí populace nebo změn v životním stylu v některých populacích. Zároveň 

s absolutní incidencí a mortalitou ale roste i prevalence probíhajících nádorových 

onemocnění, představující obrovskou společenskou a ekonomickou zátěž. Velká pozornost 

vědecké komunity se upíná k onkologickému výzkumu, přičemž největšího rozvoje 

v poslední době dosáhla zejména oblast molekulární genetiky. Díky moderním metodám 

analýzy genomu, tzv. genomiky a jiných „omických“ disciplín, bylo odhaleno mnoho 

biomarkerů pro lepší diagnostiku, prognostiku a účinnější léčbu se sníženým výskytem 

nežádoucích účinků. K realizaci myšlenky personalizované onkologie, tj. precizního 

terapeutického přístupu přizpůsobeného na míru individuálnímu pacientovi, ale ještě zbývá 

dlouhá cesta. 

Tato práce se zabývá třemi typy solidních nádorů. Za prvé karcinomem prsu, který 

vykazuje nejvyšší světovou incidenci u žen, dokonce i celkově. Dalším je karcinom 

kolorekta, který je světově na druhém místě u žen, resp. třetím u mužů, a který je v ČR 

častější ve srovnání se zbytkem světa. Posledním zkoumaným typem je karcinom ovarií, 

který sice nepatří mezi nejčastější nádory, ale jehož prognóza je velmi špatná a léčba 

problematická, zejména v důsledku častého výskytu rezistence na chemoterapii. Cíle této 

práce zahrnují molekulární charakterizaci pacientů se zmíněnými nádory a jejich nádorové 

tkáně za účelem odhalení nových genomických biomarkerů s potenciálem pro zlepšení 

prognostiky nebo predikce odpovědi na léčbu. 

U karcinomu prsu byl pomocí masivně paralelního sekvenování DNA analyzován 

panel 113 genů, podílejících se na oxysterolové signalizaci. Oxysteroly jsou početnou 

skupinou oxidovaných derivátů cholesterolu, pro něž byla dokázána schopnost modulovat 

chování nádorů, zejm. karcinomu prsu, ale jejichž role v nádorových onemocněních byly 

z genomického hlediska dosud zcela neprobádané. Byla zjištěna asociace somatických 

variant (variant získaných nádorem) s kratším přežíváním pacientek, a to v genu CYP46A1, 

devíti funkčně souvisejících genech a panelu dvaceti genů individuálně asociovaných 

s expresí progesteronového receptoru. Tato studie pak byla rozšířena o data o expresi genů 

oxysterolové signalizace (RNA sekvenování) a miRNA na celotranskriptomové úrovni 

(mikročipy) a byla zpracována v multiomické integrační studii, jejímž hlavním výsledkem 

byla interakční síť, komplexně mapující korelace mezi mRNA oxysterolových genů a 

regulačních miRNA. Zejména osa genů ESR1-CH25H-INSIG1-ABCA9 a sedm miRNA, 

které je propojují, jsou nadějným základem pro budoucí zaměřené funkční studie. 
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Protože pro karcinom ovarií zatím není znám biomarker rezistence na chemoterapii, 

byla provedena studie srovnávající celoexomové mutační profily pacientek rezistentních a 

senzitivních na deriváty platiny, často používaná chemoterapeutika. U senzitivních 

pacientek byla v nádorech nalezena signifikantně vyšší mutační zátěž v genu TP53, ale 

zároveň nižší v několika genech signalizační dráhy Hippo. Četnost somatických mutací 

v genech dráhy oprav DNA homologní rekombinací umožnila úspěšnou predikci senzitivity 

pacientek na léčbu, přičemž kombinace somatických a zárodečných variant predikci ještě 

zpřesnila. Menší rozdíly mezi pacientkami dělenými dle rezistence, subtypu onemocnění 

nebo délky přežívání pak byly pozorovány v míře mutovanosti genů PABPC1, PABPC3 a 

TFAM, v mutačních podpisech a v celkové mutační zátěži. 

Komplexní porovnání celoexomových mutačních profilů bylo provedeno rovněž u 

unikátní skupiny párových vzorků primárních karcinomů kolorekta a jejich synchronních 

jaterních metastáz. Metastázy jsou v literatuře oproti primárním nádorům podstatně méně 

prostudované, ačkoli jsou klíčové pro letalitu onemocnění. Byla potvrzena známá asociace 

mutací v genu KRAS v primárních nádorech s kratší dobou do relapsu, ale v metastázách 

byly navíc nalezeny potenciální negativní prognostické faktory v genech ATM, DNAH11 a 

MUC5AC, a v mutačním podpisu SBS24. 

Aplikací genomických metod byly v kohortách karcinomu prsu, ovarií a kolorekta 

nalezeny možné nové, popř. potvrzeny kandidátní, prognostické a prediktivní biomarkery 

s potenciálem zlepšit efektivitu terapie těchto onemocnění. 
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Summary (Abstract) 

Cancer is now the leading cause of death in economically developer countries, with 

epidemiological indicators rising steadily on a global scale. This is mainly a result of socio-

economic and demographic developments, particularly ageing populations or changes in 

lifestyle in some populations. Meanwhile, as absolute incidence and mortality rates are 

rising, the prevalence of cancer is also increasing, representing a heavy social and economic 

burden. Cancer research has received a great deal of attention from the scientific community, 

with molecular genetics in particular making the greatest recent progress. Thanks to modern 

methods of genome analysis, so-called genomics and other 'omics' disciplines, many 

biomarkers have been discovered, leading to better diagnosis, prognosis and more effective 

treatment with reduced incidence of adverse effects. However, there is still a long way to go 

in order to make the idea of personalised oncology, i. e., a precise therapeutic approach 

tailored to the individual patient, a reality. 

This paper examines three types of solid tumours. Firstly, breast cancer, which has 

the highest incidence worldwide in women, even overall. The next is colorectal cancer, 

which is the second and third most common cancer in women and men, respectively, and 

more common in the Czech Republic compared to the rest of the world. The last type studied 

is ovarian cancer, which, although not being a particularly common type of tumor, has a very 

poor prognosis and problematic treatment, especially due to the high frequency of resistance 

to chemotherapy. The objectives of this work include molecular characterization of patients 

with the aforementioned tumors and their tumor tissue with the aim of discovering novel 

genomic biomarkers with the potential to improve prognosis or predict response to treatment. 

A panel of 113 genes involved in oxysterol signaling was analyzed in breast cancer 

using massively parallel DNA sequencing. Oxysterols are a large group of oxidized 

cholesterol derivatives that have been shown to modulate tumor behavior, particularly in 

breast cancer, but whose roles in cancer have been genomically unexplored. Somatic variants 

(variants gained by tumors) have been associated with shorter survival in patients, namely 

in the CYP46A1 gene, nine functionally related genes, and a panel of twenty genes 

individually associated with progesterone receptor expression. This study was then 

expanded to include data on the expression of oxysterol signaling genes (RNA sequencing) 

and miRNAs at the transcriptome-wide level (microarray) and was conducted as a multi-

omic integration study, the main outcome of which was an interaction network 

comprehensively mapping the correlations between oxysterol gene mRNAs and regulatory 

miRNAs. In particular, the ESR1-CH25H-INSIG1-ABCA9 gene axis and the seven miRNAs 

linking them provide a promising basis for future focused functional studies. 

Since a biomarker of resistance to chemotherapy is not yet known for ovarian cancer, 

a study comparing the genome-wide mutational profiles of patients resistant and sensitive to 
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platinum derivatives, frequently used chemotherapeutic agents, was performed. 

Significantly higher mutational burden in the TP53 gene was found in the tumors of sensitive 

patients, simultaneously with lower mutational burden in several genes of the Hippo 

signaling pathway. The frequency of somatic mutations in DNA repair pathway genes by 

homologous recombination allowed successful prediction of patients' sensitivity to 

treatment, while the combination of somatic and germline variants further refined the 

prediction. Minor differences between patients divided by resistance, disease subtype, or 

survival were then observed in the mutation rates of the PABPC1, PABPC3, and TFAM 

genes, mutational signatures, and overall mutational burden. 

A comprehensive comparison of whole-exome mutation profiles was also performed 

in a unique group of paired samples of primary colorectal cancers and their synchronous 

liver metastases. Metastases are much less studied in the literature compared to primary 

tumors, although they are key for disease lethality. The known association of mutations in 

the KRAS gene in primary tumors with shorter time to relapse was confirmed, but in addition, 

potential negative prognostic factors were found in metastases in the ATM, DNAH11 and 

MUC5AC genes, and in the SBS24 mutational signature. 

The application of genomic methods in breast, ovarian and colorectal cancer cohorts 

has identified novel putative, or confirmed candidate, prognostic and predictive biomarkers 

with the potential to improve the effectiveness of therapy for these diseases. 
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1. Úvod do problematiky a literární přehled 

1.1. Epidemiologie a prevence nádorových onemocnění 

 

Nádorová onemocnění jsou jednou z nejčastějších příčin úmrtí ve většině zemí světa, 

včetně ČR, a to nejen u seniorní populace, ale i u populace mladší 70 let (Sung et al. 2021; 

Bray et al. 2021). Absolutní incidence a mortalita setrvale stoupají zejména v důsledku 

stárnutí populace a rostoucí prevalence environmentálních a socioekonomických rizikových 

faktorů v řadě zemí (Sung et al. 2021). Nejnovější světová data pochází z roku 2020 (Sung 

et al. 2021). Zdaleka nejčastějším nádorem u žen je karcinom prsu, jehož incidence je tak 

vysoká, že je zároveň nejčastějším karcinomem celkově. Prvním u mužů je pak karcinom 

plic (třetí u žen, druhý celkově). Celkově třetím nejčastějším je pak karcinom kolorekta 

(druhý u žen, třetí u mužů). Karcinomy plic a kolorekta zároveň představují první, resp. 

druhé místo v celkové mortalitě. Karcinomy prsu a prostaty mají navzdory své vysoké 

incidenci relativně nižší mortalitu vzhledem k příznivější prognóze (Gandaglia et al. 2021; 

Arnold et al. 2022; Sung et al. 2021). Podrobné srovnání světové incidence a mortality 

jednotlivých typů nádorů u žen a u mužů je na Obrázku 1. Aktuální detailní 

epidemiologická data karcinomu prsu, ovaria a kolorekta ve světovém i domácím měřítku 

jsou popsána v příslušných kapitolách této práce. 

 

 

Obrázek 1: Podíl jednotlivých typů nádorových onemocnění na světové incidenci (vnější 

prstenec) a mortalitě (vnitřní prstenec), dle pohlaví.  

Zdroj dat: GLOBOCAN 2020 (Sung et al. 2021). 

 

Důležitým nástrojem pro snížení incidence a mortality onemocnění, stejně jako 

kvality života pacientů, a tím i neustále rostoucí socioekonomické zátěže, je prevence 
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(Kisling a M Das 2023). Pojmem primární prevence obecně rozumíme snižování rizikových 

faktorů vzniku onemocnění. V kontextu onkologie jde například o opatření snižující kouření 

a spotřebu alkoholu v populaci, vakcinaci pro hepatitidám a papilomavirům, nebo 

kontinuální monitoring životního prostředí a produktů z hlediska karcinogenity (Collatuzzo 

a Boffetta 2023). Sekundární prevence se zabývá brzkým záchytem onemocnění v časném 

stádiu, a tedy s výrazně lepší prognózou, širšími možnostmi léčby, a s pacientem v lepším 

zdravotním stavu. Hlavním nástrojem jsou zde pravidelná vyšetření praktickým nebo 

specializovaným lékařem a screeningová vyšetření (více v dalších kapitolách), a dále např. 

dispenzarizace jedinců se zvýšeným rizikem vzniku nádoru na základě rodinné anamnézy 

nebo genetického vyšetření (Loomans-Kropp a Umar 2019). Cílem terciární prevence je 

snížit morbiditu a zvýšit kvalitu života pacientů během léčby nebo v remisi, a to mimo jiné 

rehabilitací a psychologickou pomocí (Jacobsen a Andrykowski 2015; Kisling a M Das 

2023). Cílem je také zachytit případnou rekurenci onemocnění co nejdříve, čímž se výrazně 

zvyšuje šance na vyléčení. Zde jsou zásadní pravidelné kontroly u onkologa a jiných 

specialistů, a pokračování ve screeningových vyšetřeních i původně nepostižených orgánů 

(Vorlíček et al. 2009). Nakonec můžeme hovořit o prevenci kvartérní, tj. předvídání a 

předcházení dopadům léčby. Existuje především snaha o prevenci nedostatečné (tzv. 

„undertreatment“) nebo naopak příliš drastické (tzv. „overtreatment“), popř. jinak nevhodné 

léčby, nebo upuštění od zbytečného testování, představujícího zátěž pro pacienta i 

zdravotnický systém (Martins et al. 2018; Norman a Tesser 2019). V některých zdrojích je 

kvartérní prevence zahrnuta do definice prevence terciární (Blackburn 2010). 

Výzkum molekulárních biomarkerů se dotýká všech zmíněných oblastí prevence 

nádorových onemocnění. Díky moderním technologiím studia lidského genomu máme 

možnost dosáhnout značných pokroků zejména v prevenci terciární a kvartérní skrze 

koncept tzv. personalizované onkologie, tj. léčby „šité na míru“ každému pacientovi. 

 

1.2. Karcinom prsu 

1.2.1. Diagnostika a klasifikace karcinomu prsu 

 

Nádory prsu lze odhalit palpačně (rezistence v prsní tkáni), popř. se projevují bolestí 

nebo výtokem z bradavky. Důležitou roli proto hrají rutinní samovyšetření pacientky a 

klinická vyšetření v rámci pravidelných gynekologických prohlídek, s případnou indikací 

vyšetření zobrazovacími metodami. Nejdůležitější zobrazovací metodou je mamograf, 

úspěšně využívaný pro plošný screening, dále pak sonografie, užitečná zejména u mladších 

pacientek. V některých případech má smysl i použití pozitronové emisní tomografie 

s počítačovou tomografií nebo magnetickou rezonancí (PET CT/MR). Při podezření na 
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nádor musí následovat biopsie a komplexní histopatologické a molekulární vyšetření (Daneš 

2021). 

Nádory prsu jsou ve většině případů benigní cysty nebo fibroadenomy, popř. 

karcinomy in situ, tj. prekancerózní nálezy (tzv. stádium 0), s potenciálem změny na 

invazivní malignanci. Karcinomy (invazivní i in situ) se dělí na duktální nebo lobulární, 

popř. tubulární, medulární nebo mucinózní. Nejčastějším typem zhoubného nádoru prsu je 

invazivní duktální karcinom (70-85 % případů). Pro určení stádia (I-IV) karcinomu prsu je 

tradičně využívána klasifikace založená na klinickém hodnocení rozsahu primárního tumoru 

(T), postižení lymfatických uzlin (N) a přítomnosti vzdálených metastáz (M), zvaná TNM 

(Tabulka 1). Obdobou tohoto hodnocení pro patologii je pak systém pTNM. Agresivita 

nádoru je vyjadřována histopatologickým posouzením tzv. grade (1-3) (WHO 2019a).  

 

Tabulka 1: Určení stádia karcinomu prsu dle TNM klasifikace. 

Stádium T N M 

0 Tis N0 M0 

IA T1, T1mi N0 M0 

IB T0, T1 N1mi M0 

IIA T0, T1 N1 M0 

 T2 N0 M0 

IIB T2 N0 M0 

 T3 N0 M0 

IIIA T0, T1, T2 N2 M0 

 T3 N1, N2 M0 

IIIB T4 M0, N1, N2 M0 

IIIC jakékoli T N3 M0 

IV jakékoli T jakékoli N M1 

Zdroj:Světová zdravotnická organizace (WHO 2019a). Tis – karcinom in situ, Tmi – mikroinvaze velikosti 1 

mm nebo menší, T0 – nenalezen primární nádor, T1 – nádor < 2 cm, T2 – 5 cm < nádor > 2cm, T3 – nádor > 

5cm, T4 – nádor rozšířen do hrudní stěny nebo kůže, N0 – lymfatické uzliny bez metastáz, N1-3 – metastázy 

v postupně vzdálenějších uzlinách, N1mi – mikrometastáza (> 0,2 mm a/nebo 200 buněk, ale < 2 mm), M0 – 

vzdálené metastázy nenalezeny, M1 – vzdálené metastázy. 

 

Pokroky v molekulárně genetickém výzkumu karcinomu prsu vedly k objevu řady 

molekulárních markerů a stratifikaci pacientů dle molekulárních profilů. V současnosti je 

rutinně klinicky využívána klasifikace karcinomu prsu do molekulárních subtypů, 

umožňující cílenou léčbu. Schéma molekulárně-genetické klasifikace s obecným 

doporučením systémové léčby je uvedeno v Tabulce 2, str. 19. 
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Tabulka 2: Molekulární subtypy a doporučení pro systémovou léčbu karcinomu prsu 

Subtyp Definice subtypu Typická léčba 

Luminální A 
ER poz. a/nebo PR poz., HER2 neg., 

Ki-67 < práh, grade < 3 

hormonální, většinou pouze 

adjuvantní 

Luminální B HER2 

negativní 

ER poz. a/nebo PR poz., HER2 neg., 

Ki-67 > práh, grade > 1 
chemoterapie + hormonální 

Luminální B HER2 

pozitivní 
ER poz. a/nebo PR poz., HER2 poz. chemoterapie + anti-HER2 

Neluminální HER2 pozitivní ER neg. a PR neg., HER2 poz. chemoterapie + anti-HER2 

Triple negativní ER neg. a PR neg., HER2 neg. chemoterapie 

Zdroj: (Kiss et al. 2023). ER – estrogenový receptor, PR – progesteronový receptor, HER2 – receptor tyrosin-

protein kinázy erbB-2 (ERBB2). 

 

Nejdéle studovaným molekulárním biomarkerem karcinomu prsu je estrogenový 

receptor (ER), jenž je ve zvýšené míře exprimovaný u zhruba 75% pacientů. ER pozitivní 

pacientky mají zpravidla více diferencovaný a méně agresivní nádor, lepší prognózu a delší 

dobu celkového přežití (Hou et al. 2022). Navíc ER pozitivita slouží jako prediktivní 

biomarker pro cílenou hormonální léčbu. Progesteronový receptor (PR) zatím sám o sobě 

nenabízí možnost cílené léčby, ukazuje se ale jako důležitý prognostický faktor, kdy pacienti 

s PR negativním nádorem, kteří jsou zároveň ER pozitivní, mají horší prognózu než pacienti 

s pozitivitou obou receptorů. Exprese androgenového receptoru není běžně klinicky měřena, 

ale má rovněž prognostický potenciál pro některé specifické molekulární subtypy (Lamb et 

al. 2019). Důležitým faktorem je zvýšená exprese HER2 proteinu, vyskytující se u asi 15-20 

% pacientů, nesoucí vyšší agresivitu nádoru a horší prognózu s kratším přežitím a vyšším 

rizikem relapsu (Engel a Kaklamani, 2007). Díky pokrokům v léčbě cílené na tento receptor 

však bylo v posledních dvaceti letech dosaženo významného zvýšení efektivity léčby a 

prognózy těchto pacientů (Loibl a Gianni, 2017). Exprese proteinu Ki-67 je ukazatelem míry 

proliferace nádorových buněk a zejména v brzkém stádiu nemoci je tak užitečným 

prognostickým biomarkerem. Zatím u něj nebyla spolehlivě prokázána obecná prediktivní 

role pro terapii, i když roste množství důkazů naznačujících jeho potenciál jako prediktoru 

rezistence pro specifické molekulární subtypy (Kreipe et al. 2022; Yerushalmi et al. 2010). 

V případě genetických biomarkerů je třeba uvažovat jak o zárodečných (dědičných, 

germinálních) variantách v genech, tak o somatických (získaných v cílové tkáni během 

nádorového bujení). Mezi prediktivní biomarkery se řadí např. alterace v genech 

zodpovědných za opravu dvouvláknových zlomů DNA pomocí homologní rekombinace a 

nehomologního spojování konců (angl. „non-homologous end-joining“, NHEJ). Jedná se 

především o BRCA1 a BRCA2, dále RAD51C a RAD51D, a reparaci aktivující kinázy ATM 

a CHEK2 (mimo jiné). Figuruje zde pochopitelně i nejznámější tumor supresor, TP53 
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(Gudmundsdottir a Ashworth, 2006; Hu et al., 2020). Mutační profily těchto genů jsou 

například důležitými prediktory pro použití cílených inhibitorů poly(ADP-ribóza)-

polymerázy (PARPi), např. olaparibu, u pacientek s pokročilým nebo metastatickým HER2 

negativním karcinomem prsu, ale důležitou roli hrají i v karcinomu ovarií (Menezes et al. 

2022). 

Využívá se i sérových markerů, zejména proteinů CEA (z angl. „carcinoembryonic 

antigen“) a CA (angl. „cancer antigen“) 15-3 nebo CA 27-29, sloužících pro prognostiku a 

postoperační sledování, a u metastatického onemocnění pro monitoring odpovědi na léčbu. 

Intenzivní výzkum dále probíhá v oblastech cirkulujících nádorových buněk (CTC), 

cirkulující nádorové DNA (ctDNA) a dalších (Seale a Tkaczuk 2022). 

 

1.2.2. Epidemiologie, rizikové faktory a prevence karcinomu prsu 

 

Karcinom prsu je dlouhodobě nejčastěji diagnostikovaným maligním novotvarem u 

žen, vzácně se ale může vyskytovat i u mužů. V ČR incidence zhoubného karcinomu 

dlouhodobě mírně stoupá, ale v několika posledních letech lze pozorovat zpomalení růstu a 

náznak stabilizace (Obrázek 2, str. 21). Mortalita po poklesu v první dekádě 21. století 

v posledních deseti letech vykazuje spíše stagnaci (Obrázek 2, str. 21). V roce 2020 

dosahovala incidence 130,6 a mortalita 31,5 případů na 100 000 osob (ÚZIS ČR 2022). 

Výsledkem stále rostoucí incidence a stagnující mortality je pochopitelně vytrvale rostoucí 

prevalence v populaci. Většina pacientek se nachází v době diagnózy v intervalu 60-74 let 

věku, v posledních letech ale setrvale roste podíl pacientek mladších šedesáti let. V roce 

2016 podíl činil 34,6 %, v roce 2018 pak 35,4 % a v roce 2020 stoupnul až na 38,0 % 

pacientek (ÚZIS ČR 2022). Incidence a mortalita v ČR je podobně vysoká i v měřítku 

evropském a světovém (1. nejčastěji diagnostikovaný zhoubný nádor u žen v obou 

případech). V ekonomicky nejvyspělejších zemích západní Evropy a Severní Ameriky 

mortalita klesá rychleji než v ČR, zejména díky úspěšné prevenci (Sung et al. 2021). Zatímco 

hodnoty relativní mortality budou v globálním měřítku dlouhodobě nejspíše pokračovat 

v poklesu, v důsledku populačního růstu a stárnutí populace lze očekávat setrvalý růst 

absolutní incidence a absolutní mortality nejméně do roku 2040 (Arnold et al. 2022). 
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Obrázek 2: Incidence a mortalita zhoubných nádorů prsu v České republice v letech 1977-

2020 (bez karcinomu in situ) (ÚZIS ČR 2022). 

 

V etiologii onemocnění se uplatňuje řada faktorů, např. atypický nález při předchozí 

biopsii prsu (relativní riziko, RR, 4-5), zejména pak nález lobulárního karcinomu in situ (RR 

16), věk (RR 5-10 pro věk vyšší než 64 let), věk první menstruace nižší než 11 let (RR 3), 

blízký příbuzný s karcinomem prsu (RR 1,5-3), obezita (RR 2 pro postmenopauzální BMI > 

35), dále menopauza ve věku vyšším než 54 let (RR 1,2-2), zvýšená konzumace alkoholu 

(RR 1,2), a užívání hormonů po dobu delší než 5 let (RR 1,2) (Bozzuto 2022). Důležitou roli 

také hrají genetické predispozice, zvyšující pravděpodobnost vzniku karcinomu prsu. 

Nejvyšší riziko nesou mutace v genech s vysokou penetrancí, jako BRCA1, BRCA2, PTEN 

a TP53 (riziko vzniku v průběhu života > 60%), dále pak CDH1, PALB2, STK11 (riziko 41-

60 %) a např. ATM nebo RAD51C/D (riziko až 40 %) (Bozzuto 2022). 

Primární prevencí karcinomu prsu je podobně jako u jiných typů nádorových 

onemocnění i úprava životního stylu. Doporučovaná dieta by měla obsahovat vysoké 

procento ovoce, zeleniny, cereálií a luštěnin, a omezení příjmu červeného masa, soli, 

jednoduchých cukrů a trans mastných kyselin a samozřejmě alkoholu (Schüz et al. 2015; 

Scoccianti et al. 2016). Kromě obezity, metabolických poruch a zvýšeného množství 

karcinogenů v organizmu může vést nesprávná dieta i k reverzibilním epigenetickým 

změnám podporujícím onkogenezi, jako je např. hypermetylace promotorových regionů 

tumor supresorových genů, vedoucí k jejich umlčení, popř. abnormální modifikace histonů 

(Barrero et al. 2022; Rodríguez-Miguel et al. 2015). Nedílnou součástí primární (a terciární) 

prevence je i dostatečná fyzická aktivita (Zhu et al. 2022). 

Za účelem primární prevence lze u žen s výrazně zvýšeným rizikem karcinomu prsu, 

např. kvůli genetické predispozici, uvažovat o intervenčních opatřeních pro snížení rizika. 

Jednou z prokázaně účinných možností je profylaktické podávání hormonálních preparátů 

(tamoxifen, raloxifen, aromatázové inhibitory), které s sebou ale pochopitelně přináší 
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vedlejší účinky (Mocellin et al. 2019). V případech extrémního rizika je možné provést i 

chirurgické odstranění prsní tkáně, vedoucí ke snížení rizika až o 90 % (Hartmann et al. 

1999; Hooks 2010). 

Nástrojem sekundární prevence karcinomu prsu je především průběžný screening, 

umožňující včasné odhalení nádoru v nižším stádiu progrese a dřívější zahájení léčby. 

Nejčastějšími metodami jsou zde mamografie, klinické vyšetření prsu a samovyšetření prsu 

(NCI 2022). Užívá se rovněž ultrasonografie a zobrazování na principu magnetické 

rezonance (Kolak et al. 2017). V ČR je mamografie prsu v rámci plošného screeningu 

prováděna u žen starších 45 let v intervalu dvou let, popř. po indikaci gynekologem, 

praktickým lékařem, onkologem nebo chirurgem (MZ ČR 2021). 

Za účelem terciární prevence, tj. snahy o maximalizaci efektivity léčby a 

minimalizaci vedlejších účinků, jsou stále častěji studovány molekulární biomarkery (viz 

předchozí kapitola 1.2.1). 

 

1.3. Karcinom ovarií 

1.3.1. Diagnostika a klasifikace karcinomu ovarií 

 

Dosud nebyla vyvinuta spolehlivá metoda screeningu ovariálního karcinomu (OVC) 

a vzhledem k tomu, že onemocnění většinou dlouho probíhá bez specifických příznaků, bývá 

diagnostikováno zpravidla až v pokročilých stádiích (Obrázek 3, str. 23). To značně snižuje 

naději na uzdravení (Torre et al. 2018). Pro diagnostiku se využívá skiagramu hrudníku a 

sonografie, popř. doplněné o CT nebo MR. Stanovují se rovněž sérové markery CA-125, 

HE4 aj. 

Morfologicky můžeme nejběžnější nádory ovarií rozdělit na serózní (cca 75 %), dále 

endometroidní (cca 10 %), světlobuněčný (ang. „clear cell“, cca 10 %) a mucinózní (< 3 %), 

přičemž všechny tyto nádory jsou epiteliálního původu (Tabulka 3, str. 24). Zbytek tvoří 

nádory původu germinálního. Na Obrázku 3, str. 23, je jasně patrné vysoké zastoupení 

pozdních stádií u serózního typu, který zároveň představuje většinu všech nádorů ovarií 

(high grade, HGSC, cca 70 % a low grade, LGSC, cca 5 %) (McCluggage 2011; Torre et al. 

2018). Všechny tyto typy mají odlišnou prognózu, přičemž HGSC ji má nejhorší, zatímco 

endometrioidní a mucinózní karcinom mají prognózu nejlepší (Tabulka 3, str. 24). 
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Obrázek 3: Relativní zastoupení stádií ovariálního karcinomu v době diagnózy, dále dělené 

dle typu nádoru. Data pro USA, roky 2007-2013. Převzato (Torre et al. 2018). 

 

Pro HGSC je charakteristická inaktivace tumor supresorového proteinu p53 (gen 

TP53) a BRCA1/2 (Harbin et al. 2022). Charakteristické molekulární abnormality ale byly 

nalezeny i u dalších typů epitelových ovariálních nádorů (Tabulka 3, str. 24).  

  



24 

 

 

Tabulka 3: Přehled nejčastějších typů epitelových karcinomů ovarií a jejich vlastností 

Typ → HGSC LGSC Endometroidní Světlobuněčný Mucinózní 

Nezávisle 

na 

histologii 

Procento všech 70 <5 10 10 3  

Senzitivita 

k chemoterapii 
vysoká střední vysoká nízká nízká  

Prognóza špatná střední dobrá střední/špatná dobrá  

Molekulární 

abnormality 

TP53 

(96%) 

BRCA1/2 

(22%) 

CIN 

NF1 

RB1 

CDK12 

BRAF (38%) 

KRAS (19%) 

NRAS 

HER2 

FGFR2 

PIK3CA 

CTNNB1 

MSI-H (12-

20%) 

PTEN (20%) 

ARID1A 

KRAS 

PIK3CA 

ARID1A (50 %) 

PIK3CA 

PTEN 

mTOR 

KRAS 

KRAS 

HER2 

TMB-H 

MSI-H 

dMMR 

Cílená terapie 
PARP 

inhibitory 

MEK 

inhibitory 

Fulvestrant 

Hormonální 

terapie 

   
Pembrolizu-

mab 

CIN – chromozomální nestabilita, MSI-H – vysoká mikrosatelitová nestabilita, TMB-H – vysoká mutační zátěž, 

dMMR – dysfunkce dráhy mismatch repair (MMR, jedna z drah oprav DNA). Převzato a upraveno (Dundr a 

Němejcová 2022; Harbin et al. 2022). 

 

Pro klasifikaci podle klinických parametrů se kromě TNM kategorií používají stádia 

dle Mezinárodní federace gynekologie a porodnictví (FIGO, z angl. „International 

Federation of Gynecology and Obsterics“). Definice těchto stádií jsou uvedeny v Tabulce 

4, str. 25. Podobně jako u jiných solidních nádorů, i zde se histopatologicky určuje grade 

(1-3). 
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Tabulka 4: TNM a FIGO klasifikace karcinomu ovarií (WHO 2020). 

TNM kategorie1 Stádium dle FIGO1 Definice 

TX  primární nádor nelze posoudit 

T0  primární nádor neprokázán 

T1a IA 
postižení jednoho ovaria, pouzdro intaktní, bez nádoru na 

povrchu ovaria, negativita ascitu nebo laváže 

T1b IB postižení obou ovarií, dále jako T1a 

T1c IC 
postižení jednoho nebo obou ovarií, ruptura pouzdra / nádor 

na povrchu, pozitivita ascitu nebo laváže 

T2 II šíření nádoru v pánvi 

T2a IIA šíření na dělohu/tubu, negativita ascitu nebo laváže 

T2b IIB šíření na jiné pánevní tkáně, negativita ascitu nebo laváže 

T2c IIC šíření na jiné pánevní tkáně, pozitivita ascitu nebo laváže 

T3 III peritoneální metastázy mimo pánev 

T3a IIIA mikroskopické peritoneální metastázy mimo pánev 

T3b IIIB makroskopické (≤ 2 cm) peritoneální metastázy mimo pánev 

T3c IIIC makroskopické (> 2cm) peritoneální metastázy mimo pánev 

N1 IIIC metastázy pouze v retroperitoneálních lymfatických uzlinách 

M1 IV vzdálené metastázy 

1Pro zjednodušení vynechány některé podkategorie/stádia. Pro podrobnější dělení viz zdroj (WHO 2020). 

 

Ačkoli nádory ovaria jsou většinou chemosenzitivní, nejsou chemokurabilní 

(Richardson et al. 2023), proto je ve většině případů léčba chirugická, následována 

chemoterapií. V mnoha případech je doprovázena léčbou cílenou na receptor VEGF-A 

(např. bevacizumab) a/nebo PARPi (např. olaparib). Indikace cílené léčby se odvíjí od 

posouzení mutací germinálních nebo somatických v genech BRCA1 a BRCA2, popř. v 

dalších genech opravy DNA pomocí homologní rekombinace (angl. „homologous 

recombination deficiency“, HRD) (Kiss et al. 2023). 

Klinicky zatím málo uplatněné je dělení HGSC na 4 subtypy pomocí 

transkriptomických profilů, a to na typy imunoreaktivní, proliferativní, diferencovaný a 

mesenchymální, který má nejhorší prognózu (Hu et al. 2020b). Rovněž probíhá výzkum 

profilů deregulovaných miRNA v jednotlivých subtypech, přičemž již byly pozorovány 

specifické expresní profily jednotlivých miRNA nebo klastrů miRNA pro jednotlivé typy 

OVC (Ravindran et al. 2021).  
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1.3.2. Deriváty platiny v léčbě ovariálního karcinomu 

 

Studie OVC v této práci jsou motivovány hledáním biomarkerů rezistence na 

deriváty platiny, budou zde proto stručně představeny. Organické deriváty platiny jsou 

poměrně širokou skupinou látek, přičemž první derivát, cisplatina (Obrázek 4), byl 

syntetizován již v polovině 19. století. Jako protinádorová léčiva se ale začaly používat až 

v sedmdesátých letech 20. století. Principem jejich účinku je tvorba aduktů na DNA, 

zabraňujících replikaci buňky (Desoize a Madoulet 2002; Gheorghe-Cetean et al. 2017).  

 

 

Obrázek 4: Strukturní vzorce cisplatiny (vlevo) a karboplatiny (vpravo), které jsou 

nejpoužívanějšími deriváty platiny v léčbě karcinomu ovarií. Převzato (Shaili 2014). 

 

Standardní léčba OVC se skládá z cytoreduktivního chirurgického zásahu a 

adjuvantní chemoterapie. Každá pacientka je navíc indikována k vyšetření zárodečných 

a/nebo somatických variant v genech BRCA1 a BRCA2 pro případné nasazení PARPi, jak 

už bylo zmíněno dříve (Kiss et al. 2023). U pacientek ve špatném celkovém stavu 

neumožňujícím operaci, nebo v případě onemocnění v pokročilých stádiích, kdy je na 

základě výsledků zobrazovacích vyšetření nízká pravděpodobnost nulového 

makroskopického rezidua po operaci, je nejčastěji nasazena neoadjuvantní léčba kombinací 

paklitaxelu s karboplatinou. Kombinace paklitaxelu (popř. docetaxelu) a karboplatiny (popř. 

cisplatiny, Obrázek 4) je rovněž základem chemoterapie adjuvantní. Pacientky, kterým je 

diagnostikována recidiva nebo progrese onemocnění po více než šesti mesících po ukončení 

předchozí léčby platinovými deriváty, se označují jako pacientky s předpokladem odpovědi 

na platinové deriváty (senzitivní). Těm jsou deriváty platiny nasazovány i v dalších liniích 

(Kiss et al. 2023). Příčiny chemorezistence ovariálních nádorů a hledání jejích biomarkerů 

jsou v současnosti předmětem intenzivního výzkumu (Chandra et al. 2019; Christie a 

Bowtell 2017; Abildgaard et al. 2019; Atallah et al. 2023). 
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1.3.3. Epidemiologie, rizikové faktory a prevence karcinomu ovarií 

 

OVC je druhou nejčastější gynekologickou malignancí v USA a v západní Evropě a 

je zodpovědný za více úmrtí než všechny ostatní gynekologické nádory dohromady (Khazaei 

et al. 2021). Nejvyšší světová incidence v roce 2020 byla v Evropě, konkrétně v regionu 

střední až východní Evropy, který měl zároveň i jednu z nejvyšších úrovní mortality na světě 

(Cabasag et al. 2022). Ve světě (Sung et al. 2021) i v ČR ale v posledních dvaceti letech 

incidence i mortalita setrvale klesají, přičemž v roce 2020 dosahovaly v ČR 16,4, resp. 11,8 

případů na 100 000 osob (Obrázek 5). Nicméně podíl mortalita/incidence dlouhodobě 

kolísá v okolí hodnoty 0,65 a v klouzavém průměru stagnuje (Obrázek 6, str. 28). Mezi lety 

2019 a 2020 došlo v důsledku prudkého poklesu incidence a mírného růstu mortality 

k výraznému zvýšení tohoto poměru, a to z hodnoty 0,61 na 0,72, což je nejvyšší hodnota 

od roku 1986 (Obrázek, str. 28) (ÚZIS ČR 2022).  

 

 

Obrázek 5: Incidence a mortalita zhoubných nádorů vaječníků v České republice v letech 

1977-2020 (ÚZIS ČR 2022). 

 

0

5

10

15

20

25

1
9

7
7

1
9

7
9

1
9

8
1

1
9

8
3

1
9

8
5

1
9

8
7

1
9

8
9

1
9

9
1

1
9

9
3

1
9

9
5

1
9

9
7

1
9

9
9

2
0

0
1

2
0

0
3

2
0

0
5

2
0

0
7

2
0

0
9

2
0

1
1

2
0

1
3

2
0

1
5

2
0

1
7

2
0

1
9

P
o

če
t 

p
ří

p
ad

ů
 n

a 
1

0
0

 0
0

0
 o

so
b

Incidence Mortalita



28 

 

 

Obrázek 6: Vývoj poměru mortalita/incidence zhoubných nádorů vaječníků v České 

republice v letech 1977-2020 (ÚZIS ČR 2022). 

 

Pokles incidence v mnoha zemích je částečně vysvětlován rozšířením hormonální 

antikoncepce, jíž je přisuzována schopnost snížit riziko vzniku OVC až o 20 % za každých 

5 let užívání (Webb et al. 2017), a rovněž pokles v užívání menopauzální hormonální terapie 

(angl. „menopausal hormone replacement therapy“, HRT), která naopak riziko zvyšuje, a to 

až o 40 % (Collaborative Group on Epidemiological Studies of Ovarian Cancer 2015).  

Z nejnovější „umbrella“ analýzy dostupné literatury vyplývá řada potvrzených 

rizikových faktorů pro vznik OVC. Největší množství důkazů existuje pro obezitu dle BMI 

(RR 1,27) a tělesnou výšku (RR 1,16 za každých 10 cm), a dále pro již zmiňovanou HRT 

(RR 1,20 až 1,44 dle definice). Hormonální antikoncepce pak riziko snižuje (RR 0,74 pro 

jakékoli užívání vs. žádné). Rovněž užívání metforminu, léčiva pro diabetes typu 2, snižuje 

riziko (RR až 0,18), ale diabetes mellitus ho naopak zvyšuje (RR 1,32) (Whelan et al. 2022; 

Khanlarkhani et al. 2022). Mezi důležité rizikové faktory patří i blízký příbuzný s OVC nebo 

předčasné zahájení menstruace (Gong et al. 2013), pozdní menopauza a endometrióza, 

přičemž zde jsou velké rozdíly v RR pro jednotlivé subtypy OVC (Temkin et al. 2017; 

Whelan et al. 2022). 

Důkazy o vlivu stravy (kromě nepřímého vlivu skrze obezitu) pak jsou spíše slabšího 

charakteru, a naznačují zvýšení rizika konzumací mléčných výrobků a zpracovaného masa, 

a jeho snížení konzumací vyššího množství zeleniny, čaje a vápníku (Whelan et al. 2022). 

Z hlediska životního stylu tedy nejsou doporučení specifická pro primární prevenci OVC, 

platí zde podobná doporučení jako u jiných nádorových onemocnění. 

Z genetických rizikových faktorů je třeba zmínit mutace v genech zodpovědných 

zejména za opravy DNA. Tyto a jiné rizikové geny jsou uvedeny v Tabulce 3 (str. 24, 

kapitola 1.3.1). Zpravidla platí, že pacientky se zárodečnými mutacemi v těchto genech je 

možné považovat za vysoce rizikové. V takovém případě je možno přistoupit k redukci 
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rizika chirurgickým odebráním jednoho nebo obou vaječníků, popř. vejcovodů (salpingo-

oophorektomie). Operace se provádí zpravidla ve věku 35-40 let, zejména u pacientek 

s mutací genu BRCA1, u kterých je medián věku v době diagnózy velmi nízký – 

pravděpodobnost prudce vzrůstá po 30 letech věku a dosahuje až 10 % v 50 letech (2-3 % u 

BRCA2 mutovaných). Nechirurgického snížení rizika lze dosáhnout již diskutovanou orální 

hormonální antikoncepcí. V současnosti se rovněž studuje potenciál nehormonálních látek, 

např. syntetického analogu vitamínu A, nebo nesteroidních protizánětlivých léčiv (NSAID), 

popř. statinů (Temkin et al. 2017). 

 

1.4. Karcinom kolorekta 

1.4.1. Diagnostika a klasifikace karcinomu kolorekta 

 

V časném stádiu je kolorektální karcinom (CRC) asymptomatický, v pozdějším 

stádiu se projevuje nespecificky – změnou rytmu defekace, popř. bolestmi břicha nebo 

anemickým syndromem. K prvotnímu odhalení karcinomu může pomoci test na okultní 

krvácení, ale zlatým standardem diagnostiky je kolonoskopie. Obě tyto metody jsou 

používány v plošném screeningu CRC (následující kapitola 1.4.2). V případě nalezení 

nádoru pak následuje histologická charakterizace, zobrazení břicha a možných míst 

diseminace pomocí ultrasonografie, MR a CT. Využívá se rovněž kombinace PET/MR a 

PET/CT. Pro monitoring efektu léčby jsou využívány sérové onkomarkery CEA a CA 19-9. 

Podobně jako u jiných typů nádorů, pro brzkou detekci onemocnění a monitoring léčby mají 

v budoucnu potenciál CTC (Vasseur et al. 2021) a ctDNA (Osumi et al. 2019). 

Více než 90 % CRC jsou z histologického hlediska adenokarcinomy epiteliálního 

původu, tj. pocházející ze střevní mukózy. Další, většinou vzácné subtypy jsou CRC 

mucinózní, skvamózní, adenoskvamózní, z prstenčitých buněk aj. Míra dediferenciace se 

jako obvykle stanovuje ukazatelem grade 1-3 (Fleming et al. 2012). Stanovení stádia dle 

klinických parametrů se řídí údaji v Tabulce 5, str. 30. 
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Tabulka 5: Určení stádia karcinomu kolorekta dle TNM klasifikace (WHO 2019b). 

Stádium T – primární nádor N – lymfatické uzliny M – vzdálené metastázy 

0 Tis N0 M0 

I T1, T2 N0 M0 

II T3, T4 N0 M0 

IIA T3 N0 M0 

IIB T4a N0 M0 

IIC T4b N0 M0 

III jakékoli T N1, N2 M0 

IIIA T1, T2 N1 M0 

 T1 N2a M0 

IIIB T1, T2 N2b M0 

 T2, T3 N2a M0 

 T3, T4a N1 M0 

IV jakékoli T jakékoli N M1 

IVA jakékoli T jakékoli N M1a 

IVB jakékoli T jakékoli N M1b 

IVC jakékoli T jakékoli N M1c 

Tis – karcinom in situ, T1 – průnik do submukózy, T2 – průnik do muscularis propria, T3 – průnik do subserózy, 

perikolické nebo perirektální tkáně, T4a – průnik do viscerálního peritonea, T4b – průnik do jiných orgánů 

nebo struktur, N0 – bez postižení lymfatických uzlin, N1a – 1 regionální uzlina, N1b – 2-3 regionální uzliny, 

N2a – 4-6 regionálních uzlin, N2b – 7 a více regionálních uzlin, M0 – bez vzdálených metastáz, M1 – vzdálené 

metastázy, M1a – metastázy v jednom orgánu (játra, plíce, vaječníky,…) bez peritoneálních, M1b – metastázy 

ve více orgánech bez peritoneálních, M1c – metastázy v peritoneu bez nebo včetně metastáz v dalších 

orgánech. 

 

Díky pokrokům v molekulární analýze CRC je dnes možné onemocnění 

charakterizovat skupinou molekulárních subtypů. Molekulární charakteristiky můžeme dělit 

na genomické, epigenomické, transkriptomické a imunitní (Obrázek 7, str. 31). Z hlediska 

genomiky můžeme kromě klasických mutací v driver genech RAS (KRAS, NRAS) a BRAF 

pozorovat nestabilitu mikrosatelitních úseků (MSI, oproti chromozomální nestabilitě, CIN), 

korelující s celkovým počtem mutací a snižujícím se množstvím variant v počtech kopií 

(CNV, angl.. „copy number variants“). Ty zároveň korelují s úrovní metylace, specifickými 

transkriptomickými subtypy definovanými rozdílnou expresí různých signalizačních a 

metabolických drah (CMS, z angl.. „consensus molecular subtype“), a s komplexními 

profily imunitní odpovědi v interakci s tumorovým mikroprostředím. Zároveň bylo 

pozorováno, že zastoupení těchto subtypů závisí na poloze nádoru, tj. jsou jasné rozdíly mezi 

nádory proximální a distální části střeva (Dienstmann et al. 2017). MSI vzniká z narušení 

systému oprav DNA, zvaného MMR (z angl. „mismatch repair“), založeného na genech 
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MLH1, MSH2, MSH6, PMS2 a EPCAM (Vilar a Gruber 2010), a vyskytuje se zhruba u 15 % 

CRC, častěji ale u nižších stádií oproti vyšším (Martelli et al. 2022). 

Cílená léčba propojující a využívající tyto poznatky zatím nepronikla do klinické 

praxe. Ta se zaměřuje na driver geny KRAS, NRAS a BRAF (mutace V600E), v kombinaci 

s chemoterapií a imunoterapií. Na obzoru je využití mutací v receptoru HER2, již známém 

markeru karcinomu prsu a ovarií, a dále velmi vzácné fúze NTRK (neurotrofická tyrosin 

receptor-kináza) genů (Martelli et al. 2022; Riedesser et al. 2022). 

 

 

Obrázek 7: Schematické znázornění molekulárních subtypů kolorektálního karcinomu. CIN 

– chromozomální nestabilita, MSI – mikrosatelitová nestabilita, CMS – „consensus molecular subtype“. 

Převzato (Dienstmann et al. 2017). 

  

1.4.2. Epidemiologie, rizikové faktory a prevence kolorektálního karcinomu  

 

CRC je jedním z nejčastěji diagnostikovaných nádorů celosvětově (3. nejčastější) i 

v ČR, přičemž ČR v této statistice každoročně patří mezi státy s nejvyšší incidencí (Rawla 

et al. 2019; Sung et al. 2021). V ČR je druhým nejčastějším novotvarem u mužů i u žen 

(ÚZIS ČR 2022). Incidence a mortalita v ČR dosahovaly v roce 2020 hodnot 53,3; resp. 26,2 

případů na 100 000 osob. Po jejich setrvalém růstu zhruba do roku 2000 mezi lety 2000 a 

2010 incidence stagnovala a mortalita klesala, a v posledních deseti letech obě statistiky 

setrvale klesají (Obrázek 8, str, 32) (ÚZIS ČR 2022). Incidence CRC ale v globálním 

měřítku roste a očekává se, že v příštích dekádách bude představovat stále významnější 

problém vzhledem k tomu, že je do určité míry spjata se západním stylem života, který se 

bude nadále šířit v ekonomicky se rozvíjejících zemích s vysokými počty obyvatel (Xi a Xu 

2021). 
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Obrázek 8: Incidence a mortalita zhoubných nádorů kolorekta v České republice v letech 

1977-2020 (ÚZIS ČR 2022). 

 

Etiologie onemocnění je ovlivněna řadou rizikových faktorů. Nejpodstatnějším je 

věk pacienta, kdy po 50. roce věku stoupají incidence i mortalita mnohonásobně (Xi a Xu 

2021). Je ale nutné zmínit v současnosti prudce rostoucí incidenci, stejně jako vyšší 

agresivitu a vyšší stádia nádorů, u mladých pacientů, zejména co se týče karcinomu rekta 

(Siegel et al. 2023; Vuik et al. 2019; Campos 2017). U mužů jsou incidence a mortalita 

tradičně vyšší než u žen (Sung et al. 2021; ÚZIS ČR 2022), přičemž rozdíl je větší u 

karcinomu rekta než u karcinomu tlustého střeva (Xi a Xu 2021). Zhruba 35-40 % pacientů 

vykazuje tzv. susceptibilitu k dědičným faktorům, tj. rodinnou anamnézu, a/nebo genetickou 

predispozici, jakou je třeba Lynchův syndrom (Keum a Giovannucci 2019; Lichtenstein et 

al. 2000). Zhruba 60-65 % případů CRC je sporadických (někdy až 80 %, v závislosti na 

definici), tj. bez rodinné anamnézy nebo dědičných genetických změn (Keum a Giovannucci 

2019; Tian et al. 2019). 

Mezi rizikové faktory vycházející z životního stylu pak patří nízká fyzická aktivita 

(RR cca 1,5) (Ruiz-Casado et al. 2017; Schmid a Leitzmann 2014), obezita (RR cca 1,5) 

(Dong et al. 2017; Ye et al. 2020), vysoký příjem alkoholu (Choi et al. 2017; Rossi et al. 

2018), kouření (Hamada et al. 2019; Murphy et al. 2019; Secretan et al. 2009), chronická 

zánětlivá onemocnění střev (RR cca 2,4) (Jess et al. 2012; Lutgens et al. 2013; Nadeem et 

al. 2020), a složení střevního mikrobiomu (Cao et al. 2018; Zhang et al. 2019). Vliv stravy 

je tedy přímý (karcinogenní látky), nebo nepřímý právě přes ovlivnění mikrobiomu nebo 

tělesné hmotnosti, popř. podporu zánětu. Z hlediska stravy je tedy vhodné v zájmu primární 

prevence respektovat obecná pravidla zdravé stravy, přičemž u CRC oproti jiným nádorům 

je ještě zásadnější postavení vysokého množství vlákniny, umožňující snazší posun stolice 

střevem (kratší doba expozice), omezující přímý kontakt karcinogenů s mukózou, a 

podporující bakteriální anaerobní fermentaci, produkující mastné kyseliny s krátkým 
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řetězcem. Ty mohou mít protektivní efekt omezením proliferace a indukcí apoptoźy 

některých buněk. Snížení množství konzumovaného masa, zejména červeného a vysoce 

zpracovaného pomocí nitrátů nebo nitritů, má rovněž protektivní vliv, jelikož hemová 

skupina, zejména v nitrosylované formě, je vysoce účinným katalyzátorem tvorby 

nitrosových sloučenin, známých karcinogenů (Bouvard et al. 2015; Norat et al. 2015; 2002; 

Tabung et al. 2018). Vysoký příjem vlákniny také může snižovat koncentraci cirkulujícího 

estrogenu (Monroe et al. 2007; Maskarinec et al. 2006). 

Od roku 2014 probíhá v ČR plošný screening za účelem včasného záchytu 

onemocnění, tedy když ještě nejsou pozorovatelné příznaky. Základem screeningu je 

pravidelný test na okultní krvácení (TOK, 50-54 let věku, jednou ročně, poté jednou za dva 

roky) a/nebo screeningová kolonoskopie. Ta může být indikována praktickým lékařem nebo 

gastroenterologem v případě pozitivního TOK, nebo jako jeho alternativa, a od 50 let věku 

je hrazena z veřejného zdravotního pojištění. V případě negativního nálezu je opakována 

nejpozději po 10 letech (Masarykova univerzita 2022). Ročně je odstraněno díky screeningu 

asi 13 tisíc adenomových polypů, tedy potenciálních prekanceróz. Do roku 2019 bylo 

pokrytí populace nad 50 let kolem 30 %, poté v důsledku pandemie COVID-19 kleslo 

(Analýza Masarykovy univerzity 2021). 

 

1.5. Genomika jako nástroj personalizované onkologie 

Vzestup výkonu a dostupnosti sekvenování nové generace (NGS, angl. „next-

generation sequencing“), především platformy Illumina (dříve Solexa), založeného na 

principu vysoce paralelizovaného sekvenování pomocí postupné syntézy komplementárních 

vláken DNA s následným čtením (Obrázek 9, str. 34), umožnily, zejména v posledních 

deseti letech, překotný rozvoj genomiky. Genomika je vědní obor hromadně analyzující 

velké množství genetických dat v jednotlivém vzorku nebo souboru vzorků najednou, na 

rozdíl od tradiční genetiky, která se zabývá analýzou jednotlivých genů. Vznikly ale tak 

zároveň nové požadavky na náročnou bioinformatickou analýzu a uložení velkého množství 

dat a zejména jejich intepretaci pro optimální využití v klinické praxi. 
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Ačkoli celogenomové sekvenování je každým rokem dostupnější, v klinické praxi i 

ve výzkumu se z důvodu nižší ceny a možnosti detailnější analýzy stále velmi často používá 

tzv. cílené sekvenování, tj. sekvenování pouze vybrané části genomu (popř. celého exomu), 

která je před sekvenací ve vzorku nabohacena.  

V případě sekvenace transkriptomu, která je možná po předchozí reverzní transkripci 

RNA na komplementární DNA (cDNA), je cílené nabohacení specifického panelu genů 

(transkriptů) rovněž možné, ale v mnoha případech není nutné, z důvodu nižší sekvenační 

náročnosti oproti sekvenaci celého genomu. Zpravidla je ale třeba ze vzorku odfiltrovat 

ribozomální RNA (pokud není cílem), která jinak vzhledem ke své vysoké koncentraci 

zahlcuje analýzu. To je často řešeno tzv. ribodeplecí, popř. při sekvenování pouze mRNA 

její izolací ze vzorku skrze sondy specificky vázající poly(A) úseky na 3‘ konci (Zhao et al. 

2014). Rychlejší metodou je pak použití primerů, specificky nasedajících na poly(A) konce, 

takže je mRNA ve vzorku nabohacena pomocí PCR již na začátku postupu (použito v této 

práci). V nejběžnějším použití RNA sekvenování nabízí velmi výhodnou alternativu 

kvantitativní PCR nebo mikročipů ke stanovení exprese genů vzhledem k tomu, že je 

schopna zachytit celý transkriptom (včetně nekódujících RNA) najednou a není potřeba pro 

jednotlivé transkripty vytvářet specifické primery nebo sondy. Pomocí RNA sekvenování je 

rovněž možné odhalit např. i fúze genů a mnoho dalších typů mutací (Solomon et al. 2020; 

Zheng et al. 2014; Zhu et al. 2019).  

Obrázek 9: Princip sekvenování pomocí syntézy, 

platforma Illumina.  

Po hybridizaci fragmentu DNA jsou jednotlivé fragmenty 

amplifikovány pomocí tzv. bridge PCR a tvoří samostatné 

klastry. Jednovláknové fragmenty v klastrech jsou následně 

pomocí polymerázy (POL) přeměňovány na dvouvláknové, a 

to postupnou syntézou komplementárního vlákna bázi po 

bázi, za použití nukleotidů blokovaných fluorescenční 

skupinou se specifickou barvou. Po navázání nukleotidu 

následuje odštěpení blokační skupiny a fluorescenční signál 

nukleotidu je zaznamenán kamerou. Celý proces se 

teoreticky opakuje až do připojení posledního nukleotidu. 

V případě párového sekvenování je fragment posléze opět 

převeden na jednovláknový, je „otočen“ a sekvenace 

probíhá v opačném směru, čímž se získaná informace téměř 

zdvojnásobí. Převzato (Voelkerding et al. 2009). 
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Typický protokol přípravy vzorku k DNA sekvenaci (tvorba tzv. sekvenační 

knihovny) nejprve obnáší fragmentaci dostatečně kvalitní DNA na fragmenty specifické 

délky, a to pomocí mechanické nebo enzymatické metody. Na fragmenty jsou poté postupně 

připojeny adaptérové sekvence, umožňující navázání na povrch sekvenační cely, a indexové 

sekvence, umožňující tzn. multiplexing, tj. sekvenování více vzorků najednou. Tyto 

sekvence poté slouží k bioinformatickému roztřídění dat pro jednotlivé vzorky. Knihovny 

jsou v průběhu přípravy zpravidla amplifikovány pomocí PCR. Po sekvenaci následuje 

bioinformatická analýza, v první fázi zahrnující převod vizuální informace ze záznamu 

snímače na informaci o sekvenci jednotlivých fragmentů DNA. Tuto fázi provádí sekvenátor 

automaticky a nazývá se primární bioinformatickou analýzou. Druhá fáze analýzy 

(sekundární) obnáší mnoho kroků, ale zásadě je vždy cílem dopracovat se od rozsáhlého 

souboru krátkých osekvenovaných fragmentů, obsahujících chyby a nežádoucí informace, 

k detailně popsanému (anotovanému) a ověřenému seznamu variant. Nejprve se jedná o 

odstranění adaptérových sekvencí a sekvencí s nízkou kvalitou čtení (tzv. „trimming“), dále 

odstranění duplikátů vzniklých v průběhu přípravy knihovny nebo sekvenování 

(deduplikace), a poté tzv. „alignment“, tj. porovnávání fragmentů s referenční sekvencí a 

sestavení konsenzuální sekvence. Posledním krokem v případě klasického sekvenování 

genomické DNA za účelem odhalení genetických variant je tzv. „variant calling“, který 

detekuje odlišnosti v sekvenci oproti referenci, a nakonec anotace dat, tj. přiřazení kontextu 

k nalezeným variantám na základě známých informací z databází. Takto je možné odhalit 

především krátké varianty, ale i varianty v počtu kopií genu, popř. větší strukturní aberace 

(Cheng et al. 2015; Zehir et al. 2017). V případě nádorů je třeba rozlišit varianty zárodečné, 

tj. dědičné, které jsou získány zpravidla z krve nebo z nenádorového vzorku pacienta, a 

varianty somatické, tj. varianty identifikované sekvenací nádorové DNA, a které vznikly 

v nádorové tkáni (Luthra et al. 2022). V případě nejběžnější formy RNA sekvenování za 

účelem kvantifikace genových transkriptů (jako v této práci), je základní postup v mnohém 

podobný (softwarové nástroje mohou být specifické), přičemž hlavní rozdíl spočívá v 

kvantifikaci jednotlivých transkriptů namísto detekce variant. 

Vzestup genomiky umožnil rozsáhlý výzkum mnoha molekulárních aspektů vzniku 

a progrese onkologických onemocnění, vzhledem k jejich genetické podstatě. Vedl také 

k velkému množství objevů nových cílů pro cílenou terapii. V dnešní době se 

onkogenomické metody již běžně uplatňují i v klinické praxi, kdy často přináší zlevnění a 

urychlení původních přístupů, nebo zcela nové možnosti (Berger a Mardis, 2018). Umožňují 

např. stratifikaci pacientů podle jejich molekulárních profilů a detekci prognostických a 

prediktivních biomarkerů, čímž zpřesňují a zkvalitňují léčbu (Chakravarty a Solit 2021; 

Hyman et al. 2017). Screening dědičných zárodečných variant umožňuje identifikovat 

pacienty se zvýšeným rizikem vzniku nádoru (Cheng et al. 2017).  
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Kromě zmíněných poznatků umožňují genomika a transkriptomika i integraci 

s dalšími „omics“ vědami, např. proteomikou, metabolomikou, epigenomikou apod., čímž 

lze získat výrazně komplexnější přehled o vzájemně provázaných aspektech onemocnění, 

ačkoli analýza a interpretace takových dat, zejména při kombinaci třech a více typů, je 

zpravidla velmi obtížná. Možnosti využití cíleného sekvenování v klinické praxi, 

v kombinaci s klinickými daty pacientů, je shrnuta v Obrázku 10. 

 

 

Obrázek 10: Aspekty onkogenomiky v současnosti používané ve výzkumu a klinické praxi, 

s důrazem na cílené panelového sekvenování. FGA – frakce genomu ovlivněná variantami v počtech 

kopií, AI – alelická nerovnováha, angl. allelic imbalance, GDD – angl. genome-directed diagnosis, NGS – 

angl. next-generation sequencing, OG – onkogen, TMB – mutační zátěž nádoru, angl. tumor mutation burden, 

TSG – tumor supresorový gen. Převzato (Luthra et al. 2022). 
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1.6. Oxysteroly a jejich význam v onkologii 

1.6.1. Úvod do problematiky oxysterolů 

 

Oxysteroly jsou skupinou oxidovaných derivátů cholesterolu nebo některých jeho 

prekurzorů (Schroepfer 2000). Oxygenované formy fytosterolů a cholestanových kyselin je 

taktéž možno počítat do této skupiny (Griffiths et al. 2016; Hovenkamp et al. 2008). 

Endogenně v těle vznikají enzymatickou cestou nebo autooxidací, popř. jsou do organismu 

přijímány skrze stravu. Enzymatická cesta s sebou nese vyšší pravděpodobnost oxidace 

postranního řetězce molekuly, zatímco autooxidace, nejčastěji způsobená radikálovou reakcí 

s reaktivními formami kyslíku, častěji vede k oxidaci na kruhu (Iuliano, 2011; Murphy a 

Johnson, 2008). Některé oxysteroly ale mohou být produkovány oběma cestami. Mezi 

nejznámější příklady oxysterolů s modifikovaným postranním řetězcem patří 22(R)-

hydroxycholesterol (22(R)-HC), 24(S)-hydroxycholesterol (24-HC), nebo 27-

hydroxycholesterol (27-HC), zatímco 7α/β-hydroxycholesterol (7α/β-HC) a 

7-ketocholesterol (7-KC) jsou známí zástupci oxysterolů s modifikovaným sterolovým 

kruhem (konkrétně kruhem B, Obrázek 11). 

 

 

Obrázek 11: Příklady struktur běžných oxysterolů a způsob jejich vzniku.  

ROS – z angl. „reactive oxygen species“, tj. reaktivní formy kyslíku. Převzato (Kloudova et al. 2017). 

 

Oxysteroly jako skupina molekul jsou známy již více než 40 let (Kandutsch et al. 

1978) a dobře je popsána jejich klíčová funkce v udržování buněčné homeostázy 
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cholesterolu, kde fungují jako signalizační molekuly zodpovědné za omezování biosyntézy 

cholesterolu, snižování příjmu exogenního cholesterolu buňkou a stimulaci vyplavování 

cholesterolu ven z buňky (Howe et al. 2016). Významné jsou i pro strukturu buněčné 

membrány (Kulig et al. 2016b; 2016a), ve fyziologii imunitního systému a v zánětlivých 

procesech (Bah et al. 2017; de Freitas et al. 2022), a v diferenciaci mesenchymálních 

kmenových buněk (Levy et al. 2017). Jsou součástí řady důležitých signalizačních drah, 

např. Hedgehog (Corcoran a Scott 2006; Dwyer et al. 2007; Gorojankina 2016), Wnt 

(de Weille et al. 2013), mTOR (Wang et al. 2017b; 2013b) nebo Notch (Kim et al. 2010). 

V posledních letech se množí důkazy, spojující oxysteroly s širokým spektrem 

patologických jevů a onemocnění, např. s neurodegenerativními procesy, stárnutím, 

makulární degenerací a tvorbou kataraktu (de Medina et al. 2022; Doria et al. 2016; Javitt a 

Javitt 2009; Jeitner et al. 2011; Zarrouk et al. 2014), nebo aterosklerózou (Zmyslowski a 

Szterk 2017). Velkou skupinou onemocnění, v jejímž kontextu jsou oxysteroly stále častěji 

studovány, jsou onemocnění nádorová (Kloudova et al. 2017).  

Zatímco v průsečíku onkologického a oxysterolového výzkumu existuje řada studií, 

drtivá většina se zaobírá především oxysteroly jako takovými a jejich vlivem na nádorové 

buňky in vitro, výrazně méně často pak in vivo v myších modelech. Studie na pacientech se 

orientují především na měření koncentrace oxysterolů v krvi, popř. v tkáních. Opomíjen je 

potenciál genetické variability genů zapojených do biologických účinků oxysterolů, popř. 

mechanizmů, jimiž tato variabilita ovlivňuje nádorové buňky pacienta nebo léčbu. Moderní 

genomické metody teoreticky mohou poskytnout nové poznatky v této neprobádané oblasti. 

 

1.6.2. Role oxysterolů v terapii nádorových onemocnění 

 

V poslední době přibývají důkazy toho, že oxysteroly mohou přímo ovlivňovat 

efektivitu onkologické léčby. Navíc existují i první indicie, že by oxysteroly mohly být 

využitelné jako nádorové biomarkery, popř. jako protinádorová léčiva (Obrázek 12, str. 39) 

(Kloudova-Spalenkova et al. 2021). 
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Obrázek 12: Schematické znázornění množství důkazů v jednotlivých oblastech, 

spojujících oxysteroly s dopady na nádorové buňky a/nebo léčbu pacienta.  

Velikost a výraznost šipky zhruba odpovídá množství a kvalitě důkazů. Převzato z vlastní publikace (Kloudova-

Spalenkova et al. 2021). 

 

1.6.2.1. Vliv oxysterolů na onkologickou léčbu 

 

Hlavní a nejlépe prozkoumanou oblastí vlivu oxysterolů na onkologickou léčbu je 

nepřekvapivě hormonální terapie karcinomu prsu, z důvodu interakce oxysterolů 

s hormonálními receptory, zejména ERα a ERβ. 27-HC může svým aktivačním efektem 

narušovat funkci tamoxifenu, široce používaného terapeutika  (He a Nelson 2017; Kloudova 

et al. 2017; Nelson 2018). Dále bylo například ukázáno, že 27-HC a 25-hydroxycholesterol 

(25-HC) mohou in vitro obnovit proliferaci buněk potlačenou léčivem fulvestrant (Simigdala 

et al. 2016). Rovněž 7-KC byl popsán jako aktivátor ER (Wang et al. 2017b). Tamoxifen 

navíc přispívá ke vzniku některých epoxycholesterolů blokací komplexu AEBS/ChEH, což 

v důsledku napomáhá jeho protinádorovému účinku a čímž se možné mechanizmy vlivu 

oxysterolů komplikují (Segala et al. 2013). 

Druhou rozsáhlou oblastí je oblast chemoterapie. Zde je nutno podotknout, že 

v podstatě všechny důkazy existují pouze in vitro, ale na druhou stranu jich existuje poměrně 

hodně. Výsledky se ale často zcela odlišují v závislosti na použitých buněčných liniích, 

oxysterolech a terapeutikách (Kloudova-Spalenkova et al. 2021). Hodí se tedy spíše 

vyjmenovat kombinace, které dosud byly zkoumány. Nejvíce zkoumaným je vliv na účinek 

doxorubicinu, kde bylo u několika oxysterolů ukázáno, že mohou snižovat nebo zvyšovat 

jeho účinek, a to v buňkách karcinomu prsu (Wang et al. 2017b), jater (Wang et al. 2013b), 

močového měchýře (Wang et al. 2020), tlustého střeva (Carvalho et al. 2010) nebo chronické 

myeloidní leukémie (Hyun et al. 2002). Dalšími studovanými chemoterapeutiky jsou 

například 5-fluorouracil (5-FU), etoposid, daunorubicin nebo vincristin (Hyun et al. 2002; 

Rosa Fernandes et al. 2017). Účinky cisplatiny v kombinaci s oxysteroly byly zkoumány 
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v buňkách karcinomu tlustého střeva (Carvalho et al. 2010) a v buňkách glioblastomu (Liu 

et al. 2019). V buňkách karcinomu žaludku byla studována kombinace 25-HC a 5-FU, kdy 

došlo ke snížení citlivosti buněk na léčivo a zvýšení jejich proliferace (Wang et al. 2019b). 

Oxysterol dendrogenin A (DDA) v buňkách akutní myeloidní leukémie (AML) zvyšoval 

účinnost cytarabinu (Serhan et al. 2020). Pestrost vlivu oxysterolů na účinek různých 

chemoterapeutik na různé typy nádorových buněk je ilustrována na Obrázku 13. 

Určité nepřímé důkazy ukazují na možný vliv oxysterolů na imunoterapii a 

radioterapii, ale zatím nelze mluvit o jasném potvrzení existence těchto jevů (Kloudova-

Spalenkova et al. 2021). 

 

 

Obrázek 13: Vliv oxysterolů na účinek chemoterapeutických léčiv u různých typů 

nádorových buněk.  

Zvýšení účinku – šipka nahoru. Snížení účinku – šipka dolů.. 4β-OHC - 4β-hydroxycholesterol. 7α-OHC - 7α-

hydroxycholesterol. 7-KC – 7-ketocholesterol. 25-OHC – 25-hydroxycholesterol. 27-OHC – 27-

hydroxycholesterol. AML – akutní myeloidní leukémie. CML – chronická myeloidní leukémie. DDA – 

dendrogenin A. Převzato z vlastní publikace (Kloudova-Spalenkova et al. 2021). 

 

1.6.2.2. Potenciál oxysterolů jako biomarkerů a protinádorových léčiv 

 

V poslední době jsou oxysteroly zkoumány z hlediska jejich potenciálního využití 

jako biomarkerů pro diagnostiku, určení prognózy a pro predikci účinku terapie nádorových 

onemocnění. Studie zpravidla měří hladiny jednotlivých oxysterolů v séru, popř. plazmě, 

nebo v tkáni onkologických pacientů a kontrolních zdravých dobrovolníků. Zde je zdaleka 

nejzkoumanější molekulou 27-HC. Dvě studie zaměřené na jeho hladiny v krvi pacientek 
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s nádorem prsu neodhalily jasnou asociaci s onemocněním nebo rizikem jeho vzniku, ale 

v jednom případě byl pozorován mnohem větší rozptyl hodnot u pacientek oproti kontrolám 

(Wu et al. 2013) a v druhém byla pozorována negativní asociace hladiny 27-HC a rizika 

vzniku nádoru u postmenopauzální podskupiny pacientek (Lu et al. 2019). V nedávné studii 

hladiny oxysterolů 27-HC a 7α-HC v séru asociovaly s velikostí nádoru prsu, hladiny 

cholestan-3β,5α,6β-triolu (ChT) a 5β,6β-EC se stádiem nemoci, a hladina ChT navíc 

s délkou přežívání pacientek (Kloudova-Spalenkova et al. 2020). Dále bylo pozorováno, že 

hladiny řady oxysterolů se mohou významně měnit u pacientek s karcinomem prsu po léčbě 

tamoxifenem, popř. po chirurgické resekci nádoru (Dalenc et al. 2017; Soucek et al. 2018). 

25-HC byl navržen jako biomarker progrese karcinomu prsu (Dalenc et al. 2017). 

V metabolomické studii rozdělovala hladina 5α,6α-EC pacienty s karcinomem pankreatu a 

zdravé kontroly (Gangi et al. 2016). 7β-HC byl navržen jako biomarker rizika vzniku 

karcinomu plic (Linseisen et al. 2002). Další typy onemocnění, kde byly studovány hladiny 

oxysterolů v krvi pacientů, je karcinom žaludku (Guo et al. 2018), tlustého střeva a 

konečníku (Rossin et al. 2019), močového měchýře (Wang et al. 2020), a glioblastomu (Liu 

et al. 2019). Výzkum v této oblasti je bohužel značně komplikován tím, že metody stanovení 

oxysterolů jsou velmi obtížné a existují velké rozdíly v protokolech (a výsledcích) 

jednotlivých laboratoří (Kloudova-Spalenkova et al. 2021). 

Již před více než dvaceti lety byly poprvé popsány proapoptotické a protinádorové 

účinky oxysterolů (Bischoff et al. 2000). Ve studii osmi endogenních a 22 syntetických 

oxysterolů byla pozorována vysoká cytotoxická aktivita dvou endogenních a jednoho 

syntetického oxysterolu proti leukemickým buňkám LAMA-84 (Carvalho et al. 2010). 

V rozsáhlejší studii na sedmi nádorových a dvou nenádorových buněčných liniích stejní 

autoři ukázali pět oxysterolových derivátů, které byly selektivně více cytotoxické vůči 

nádorovým buňkám než buňkám nenádorovým (Carvalho et al. 2011). Protože 20α,22(R)-

dihydroxycholesterol je schopen inhibovat dráhu Hh v myším modelu fibroblastů (Wang et 

al. 2017a), byla na jeho základě provedena screeningová studie 70 strukturních analogů, 

jejímž výsledkem byla syntéza Oxy186, nového oxysterolu, u něhož byla posléze dokázána 

inhibiční funkce dráhy Hedgehog v buňkách karcinomu plic a pankreatu in vivo (Wang et 

al. 2019a). Druhou nadějnou molekulou je Oxy210, jenž inhibuje Hedgehog, ale navíc i 

TGF-Beta dráhu v buňkách karcinomu plic, a navíc zesiluje anti-proliferační účinek 

karboplatiny (Stappenbeck et al. 2019). Zajímavou látku představuje oxysterol dendrogenin 

A (DDA), který se ukázal jako tumor-supresor in vitro a in vivo (de Medina et al. 2021; 

2013; Poirot a Silvente-Poirot 2018). 
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1.6.3. Oxysterolové geny a dráhy – zárodečné varianty ovlivňující nádorová 

onemocnění 

 

Pro genomický výzkum role oxysterolů v onkologických onemocněních je nejprve 

nutné znát, které geny nebo jejich produkty s oxysteroly přímo interagují. Somatické 

varianty byly dosud zřídka zkoumány v kontextu oxysterolových drah a navíc poměrně 

krátkou dobu. Pro podstatně déle studované varianty zárodečné již řada výsledků existuje 

(viz dále), ačkoli jde zpravidla o vedlejší nálezy ze studií bez přímého zaměření na 

oxysterolovou problematiku. Zlepšit tuto situaci je jedním z cílů této disertační práce. 

 

Obrázek 14: Schematické znázornění pěti hlavních skupin genů/molekul interagujících 

s oxysteroly, které teoreticky mohou mít vliv na chování nádorové buňky.  

Převzato z vlastní publikace (Holy et al. 2018). 

 

Geny interagující s oxysteroly můžeme zhruba rozdělit do pěti skupin (Obrázek 14). 

Jedná se zaprvé o geny zodpovědné za homeostázu a biosyntézu sterolů, dále geny přímo 

metabolizující oxysteroly, skupinu proteinů vázajících oxysteroly (angl. „oxysterol-binding 

proteins, OSBPs), skupinu receptorů vázajících oxysteroly, a nakonec ABC transportéry (z 

angl. „ATP-binding casette“), které oxysteroly přenáší nebo jsou jimi ovlivněny. Skupinu 

ABC transportérů je možno zahrnout rovněž do skupiny první. V této kapitole budou 
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představeny jen nejdůležitější geny z těchto skupin, u nichž byl prokázán vztah mezi 

jednonukleotidovým polymorfismem (SNP), popř. jinou krátkou zárodečnou variantou, a 

nádorovým onemocněním. Nejčastěji jde o asociaci s rizikem vzniku onemocnění nebo s 

jeho prognózou, a varianty tedy mají potenciál jako prediktivní nebo prognostické 

biomarkery.  

 

1.6.3.1. Faktory zodpovědné za biosyntézu, homeostázu a transport sterolů 

 

Vzhledem k tomu, že cholesterol je zásadní pro tvorbu biologických membrán a řadu 

dalších procesů, není překvapivé, že jeho metabolizmus je deregulován v nádorových 

buňkách (Kuzu et al. 2016). Zvýšené hladiny cholesterolu oproti nenádorovým buňkám byly 

nalezeny v řadě nádorů (Smith a Land 2012, s. 1) a akumulace intracelulárního cholesterolu 

přispívá k potlačování proapoptotických signálů a přispívá k chemorezistenci (Kuzu et al. 

2016; Montero et al. 2008).  

Geny zásadní pro biosyntézu cholesterolu se v řadě případů ukázaly rovněž jako 

schopné interakce s oxysteroly. Například hydroxymethylglutaryl koenzym A reduktáza 

(HMGCR) klíčová v tzv. mevalonátové dráze biosyntézy cholesterolu (Buhaescu a Izzedine, 

2007), obsahuje vazné místo pro oxysteroly (konkrétně 25-HC a 27-HC), které mohou svou 

přítomností podpořit ubiquitinaci HMGCR a jeho následnou proteolytickou inaktivaci 

(Lange et al. 2008; Sever et al. 2003; Song a DeBose-Boyd 2004). Nejedna varianta 

v HMGCR byla studována v souvislosti s nádory, především kolorekta a prostaty (Bull et al. 

2016; Lipkin et al. 2010; Medina 2010; Orho-Melander et al. 2017). Gen DHCR7, jehož 

proteinový produkt mimo jiné katalyzuje přeměny některých epoxycholesterolů a 

dihydroxycholesterolů (de Medina et al. 2010; Newman et al. 2005), je studován velmi často, 

vzhledem k jeho zásadnímu postavení jako posledního enzymu tvorby cholesterolu a v dráze 

vitamínu D (Moebius et al. 1998; Prabhu et al. 10). V komplexu s proteinem EBP (z angl. 

„emopamil binding protein“) zvaném AEBS (angl. „antiestrogen binding site“) je 

mediátorem efektů tamoxifenu (těch nezávislých na estrogenovém receptoru), léčiva často 

používaného pro terapii karcinomu prsu (Kedjouar et al. 2004).  Na AEBS se navíc dokáží 

navázat některé oxysteroly a měnit jeho aktivitu (de Medina et al., 2011; Hwang a Matin, 

1989). Varianty v DHCR7 tedy mají tedy teoreticky potenciál ovlivňovat chování 

nádorových buněk vystavených chemoterapii, popř. jejich chování obecně. 

Regulace homeostázy cholesterolu je zajištěna především takzvanou dráhou SREBP 

(z angl. „sterol regulatory element-binding protein“), která je lokalizována hlavně 

v endoplasmatickém retikulu buňky. SREBP (geny SREBF1 a SREBF2) jsou proteiny 

dimerizující s proteinem Scap v případě nízké hladiny cholesterolu v buňce. Tento komplex 

poté cestuje do Golgiho aparátu, kde je proteolyticky aktivován proteázami MBPTS1 a 

MBTPS2. Doména SREBP představující transkripční faktor je poté translokována do jádra, 
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kde indukuje transkripci genů zodpovědných za biosyntézu a import cholesterolu do buňky. 

Pokud je cholesterolu nadbytek, tato doména naopak váže protein Scap a znemožňuje mu 

přejít do Golgiho aparátu. Místo toho se tento dimer váže na proteiny Insig (INSIG1 a 

INSIG2), které představují další důležitou součást systému. Zde se projevuje zásadní vliv 

oxysterolů (rovněž přítomných při nadbytku cholesterolu), které se váží na vzniklý neaktivní 

trimer Scap-SREBP-Insig a dále ho stabilizují. SREBP je tím udrženo v endoplazmatickém 

retikulu (Howe et al. 2016; Sato 2010). Dalšími komponentami jsou protein erlin 1 (ERLIN1) 

a erlin 2 (ERLIN2), které jsou rovněž schopny vázat SREBP a podpořit jeho inaktivaci 

(Howe et al. 2016; Huber et al. 2013). Varianty v genech SREBP systému mají v některých 

studiích, zejména celogenomových asociačních (angl. „genome-wide association study“, 

GWAS), slabé, ale nezanedbatelné vazby na karcinom endometria (SREBF1) (Qiu et al. 

2014), jícnu (INSIG2) (Chattopadhyay et al. 2010), popř. prostaty nebo plic (ERLIN1) 

(Barnett et al. 2014; McKay et al. 2017).  

Důležitou skupinou molekul pro transport cholesterolu a jeho derivátů jsou ABC 

transportéry. Tato rozsáhlá skupina obsahuje sedm rodin, z nichž rodiny A, B, C, D a G 

transportují lipidy (Pohl et al. 2005; Quazi a Molday 2011). Co se týče transportu oxysterolů, 

jen u dvou ABC transportérů je přímo prokázáno, že transportují oxysteroly (25-HC přes 

ABCA1 (Aye et al. 2010; Quazi a Molday 2011) a několik oxysterolů přes ABCG2 (Aye et 

al. 2010; Engel et al. 2014; 2007)). Pro ABCG5 a ABCG8, které ve formě heterodimeru 

transportují cholesterol, a teoreticky by mohly být schopny přenášet i oxysteroly 

(Hovenkamp et al. 2008), to ale dosud nebylo prokázáno. Aktivita řady dalších ABC 

transportérů, např. ABCA1 (Costet et al. 2000; Hozoji et al. 2008; Venkateswaran et al. 

2000), ABCB1 (ElAli a Hermann 2012), ABCC1 (ElAli a Hermann 2012), ABCC2 (Chisaki 

et al. 2009), ABCG1 (Venkateswaran et al. 2000), ABCG4 (Engel et al. 2001), ABCG5 (Repa 

et al. 2002), ABCG8 (Repa et al. 2002), je oxysteroly ovlivněna. Studovaným v kontextu 

onkologie je za prvé ABCA1 (gen ABCA1), jenž se podílí na vyplavování chemoterapeutik 

a jeho varianty ovlivňují odpověď na chemoterapeutickou léčbu, popř. přežití pacientů 

s několika typy nádorů (viz citace v přehledovém článku (Holy et al. 2018)). ABCB1 (gen 

ABCB1), neboli P-glykoprotein, popř. MDR1 (z angl. „multidrug resistance protein 1“) je 

nejznámějším ABC transportérem a podílí se na transportu obrovského množství látek, 

mimo jiné léčiv, ven z buňky. Proto je (nejen) geneticky zdaleka nejprostudovanějším ABC 

transportérem a jeho vazba na onkologii je velmi silná v mnoha směrech (Ankathil 2017; 

Tulsyan et al. 2016; Wolking et al. 2015). Příbuzné ABCC1 (angl. „multidrug resistance-

associated protein 1“, MRP1; gen ABCC1) a ABCC2 (MRP2; gen ABCC2) rovněž ovlivňují 

nádorová onemocnění ve velké míře (Bruhn a Cascorbi, 2014; Kunická a Souček, 2014; van 

der Schoor et al., 2015). 
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1.6.3.2. Enzymy metabolizující oxysteroly 

 

Enzymy participující na metabolizmu oxysterolů lze rozdělit na dvě skupiny, a to 

transferázy nebo oxidoreduktázy. Z transferáz stojí za zmínku sterol-O-acyltransferázy 1 a 

2 (geny SOAT1 a SOAT2), provádějící esterifikaci cholesterolu a oxysterolů, a lecithin-

cholesterol acyltransferáza (LCAT) (Brown et al. 2000; Brown a Jessup 2009; Russell 2000). 

Sulfotransferázy kódované dvěma geny (SULT2A1 a SULT2B1) figurují v řadě onkologicky 

zaměřených studií zárodečných variant. SULT2A1 je klíčová pro syntézu žlučových kyselin, 

zatímco SULT2B1b sulfatuje cholesterol. Kromě cholesterolu ochotně sulfatuje i mnoho 

ketocholesterolů, hydroxycholesterolů a epoxycholesterolů (Brown et al. 2000). SULT2A1 

a SULT2B1a rovněž sulfatují oxysteroly, ale s nižší afinitou a rychlostí (Fuda et al. 2007). 

Mutace v SULT2B1 jsou studovány v souvislosti s nádory prsu, endometria a prostaty (Holy 

et al. 2018). 

Z oxidoreduktáz metabolizujících oxysteroly je třeba zmínit cholesterol 

25-hydroxylázu (CH25H) (Russell 2000), cytochrom P450 46A1 (CYP46A1), hydroxylující 

pozici 24 v cholesterolu (Russell 2000), a 3β-hydroxysteroid dehydrogenázu typ 7 

(HSD3B7) (Russell 2003), využívající oxysteroly pro syntézu žlučových kyselin. 

Cytochromy P450 3A4 a 3A5 (CYP3A4 a CYP3A5) jsou blízce příbuzné enzymy, 

exprimované především v játrech a tenkém střevě, a oxidující široké spektrum substrátů. 

Jsou klíčovými enzymy první fáze metabolizmu xenobiotik a lipidů, mimo jiných 

(Wilkinson 1996). Figurují ale i v chemické karcinogenezi, kde aktivují prokarcinogeny jako 

benzo[a]pyren (Shimada et al. 1989). Oxysterol 4β-HC je produkován těmito enzymy 

z cholesterolu a je endogenním indikátorem jejich aktivity (Bodin et al. 2002; 2001; 

Diczfalusy et al. 2011; Mao et al. 2017). CYP3A4 a CYP3A5 dohromady metabolizují více 

než 50% všech léčiv, včetně onkologických léčiv jako docetaxel, paclitaxel, doxorubicin, 

irinotecan, vinblastin, vincristin, cyklofosfamid, etoposid, gefitinib, imatinib nebo sunitinib 

(Deenen et al. 2011; Guengerich 1999; Flockhart 2007). Kvůli vysoké důležitosti těchto 

enzymů je historicky výzkum jejich polymorfismů velmi aktivní. Navzdory tomu význam 

velké části variant pro onkologii zůstává kontroverzní. Určitou, ale stále nepřesvědčivou 

shodu našly meta-analýzy u vlivu CYP3A4*1B (rs2740574) na riziko vzniku karcinomu 

prostaty (He et al. 2014; Wang et al. 2013a; Zhou et al. 2013). 

Cytochromy P450 7A1 (CYP7A1), 11A1 (CYP11A1), 27A1 (CYP27A1) a 39A1 

(CYP39A1) se různými způsoby podílejí na tvorbě hydroxylových a/nebo ketonových 

derivátů cholesterolu oxidací různých pozic jak na kruzích, tak na postranních řetězcích. 

Spojitosti SNP v CYP7A1 a CYP39A1 s nádorovými onemocněními nebyly dosud spolehlivě 

popsány, ačkoli některé menší studie se o to pokoušely. Mnohem větší množství studií ale 

existuje v případě CYP11A1, jehož produkt se rovněž občas nazývá P450scc (z ang. „ side-

chain cleavage cytochrome P450“), který je mimo jiné zásadním enzymem biosyntézy 
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pregnenolonu z 20α,22β-dihydroxycholesterolu (Burstein et al. 1975; Mast et al. 2011), a 

studován je tedy v souvislosti s hormonálně řízenými nádory. Ačkoli byla řada variant 

v mnoha studiích asociována s různými aspekty chování (zejména rizika vzniku) nádorů 

prsu, prostaty a endometria, důkazy jsou spíše roztříštěného charakteru a neexistuje jasný 

konsenzus, který by mohl v blízké době vést k využití těchto variant jako biomarkerů 

v klinické praxi (Holy et al. 2018). Cytochrom P450 27A1 (CYP27A1) je obdobně studován 

v souvislosti s jeho funkcí přeměny cholesterolu na 27-HC, což je první krok v jedné z drah 

tvorby žlučových kyselin. Katalyzuje ale i širokou řadu dalších reakcí cholesterolových 

derivátů (Bodin et al. 2002; Cali a Russell 1991; Endo-Umeda et al. 2014), a mimo jiné se 

podílí i na metabolizmu vitamínu D (Jones et al. 2014). Mutace v tomto genu způsobují 

zvýšení ukládání cholesterolu a cholestanolu v tkáních, což může vést k mnoha 

neurologickým i jiným problémům (Cali et al. 1991; Nie et al. 2014). Ačkoli byla provedena 

řada studií, zatím se nepodařilo spolehlivě potvrdit vazbu některého SNP k onkologickému 

onemocnění (Holy et al. 2018). 

 

1.6.3.3. Proteiny vázající oxysteroly (OSBPs) 

 

Tzv. protein vázající oxysteroly (z angl. „oxysterol-binding proteins“, OSBPs) jsou 

skupinou zatím dvanácti proteinů, které obsahují specifickou OSBP, popř. ORD/OHD 

(OSBP homolog) doménu, schopnou vázat oxysteroly a cholesterol, popř. ergosterol nebo 

glycerofosfolipidy (Jaworski et al. 2001; Olkkonen a Li 2013). OSBPs se jako nitrobuněčné 

senzorické molekuly podílejí na širokém spektru fyziologických procesů, např. transportu 

lipidů a sterolů a jejich metabolizmu, signalizaci, buněčné adhezi, nebo vesikulárním 

transportu látek (Olkkonen a Li 2013). Studovány jsou i ve spojitosti s onkologickými 

ukazateli, jako je růst a invazivita nádorových buněk, popř. progrese nádorového 

onemocnění (Du et al. 2017). Rozdíly v expresi některých OSBPs byly pozorovány např. u 

pankreatického duktálního karcinomu (Li et al. 2017), cholangiokarcinomu (Loilome et al. 

2012), nebo karcinomu žaludku (Guo et al. 2016). Ačkoli z genetického hlediska byla zatím 

tato skupina poměrně málo studovaná ve spojitosti s nádory, existují určité nadějné indicie, 

že varianty např. v OSBPL3 mohou ovlivňovat karcinom prsu (Lefebvre et al. 2016), nebo 

že by varianty v OSBPL10 mohly představovat potenciální biomarkery pro karcinomu 

prostaty (Dmitriev et al. 2015). 
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1.6.3.4. Receptory vázající oxysteroly 

 

Receptory vázající oxysteroly jsou dvojího druhu: jaderné receptory (transkripční 

faktory) a membránové receptory (různé signalizační role). 

Nejznámějšími, a takzvanými kanonickými receptory oxysterolů jsou LXR (z angl. 

„Liver X receptors“), zásadní senzory cholesterolové homeostázy. Vyskytují se ve dvou 

izoformách, a to LXRα (gen NR1H3) a LXRβ (gen NR1H2). Mezi jejich agonisty a 

antagonisty patří desítky oxysterolů (Komati et al. 2017; Mutemberezi et al. 2016). LXR  se 

dimerizují s retinoidovým X receptorem (RXR) a společně nasedají na promotéry cílových 

genů, čímž aktivují jejich transkripci (Fessler 2018). LXR jsou klíčové pro regulaci 

biosyntézy, metabolizmu a transportu cholesterolu skrze stimulaci tvorby enzymů, 

membránových transportérů a řady jiných proteinů (Ma et al. 2017). Kromě metabolizmu 

lipidů figurují LXR i v mechanizmech imunitního systému a zánětlivých procesů (Fessler 

2018; Ma et al. 2017; Schulman 2017; Waddington et al. 2015), a endokrinního systému 

(Maqdasy et al. 2016). Studují se ale i kontextu onkologickém, kde představují slibné 

terapeutické cíle (Bovenga et al. 2015; De Boussac et al. 2013; Ju et al. 2017; Lin et al. 

2016). Pokud jde o roli zárodečných variant v genech NR1H3 a NR1H2 v nádorech, mnoho 

vztahů zatím zdokumentováno nebylo, kromě výjimek (Chen et al. 2016; Sharma et al. 2014; 

2013). 

Naprosto nejzásadnějšími jadernými receptory interagujícími s oxysteroly jsou ale 

estrogenové receptory alfa (ERα, gen ESR1) a beta (ERβ, gen ESR2). Oba tyto receptory 

zprostředkovávají estrogenovou signalizaci v tkáních a jejich funkce se do určité míry 

překrývají. Jsou mezi nimi ale i rozdíly, např. ERα se více podílí na buněčném růstu, zatímco 

ERβ figuruje více v signalizačních drahách, apoptóze a kontrole buněčného cyklu (Jia et al. 

2015). Z hlediska oxysterolů je nejpodstatnější interakce s 27-HC, který může sloužit jako 

selektivní modulátor estrogenového receptoru (SERM) (Lee et al. 2014; Umetani et al. 

2007). Kromě toho bylo ukázáno, že i 7-KC a 25-HC mohou s ER interagovat (Lappano et 

al. 2011; Wang et al. 2017b). Rozsah výzkumu polymorfismů v ESR1 a ESR2 je obrovský 

(Figtree et al. 2009; Khan et al. 2022). Hlavním typem zkoumaného nádorového onemocnění 

je karcinom prsu, kde SNP ovlivňují především efektivitu hormonální terapie (Alluri et al. 

2014; Daniyal et al. 2021; Fuqua et al. 2014; Hwang a Stabile 2021; Jeselsohn et al. 2017; 

Tabarestani et al. 2016; Thomas a Gustafsson 2015), dále pak karcinom prostaty, kde mění 

riziko jeho vzniku a jsou potenciálními prognostickými faktory (Sun et al. 2015; Wang et al. 

2013c). Důkazy existují i pro OVC (Kyriakidis a Papaioannidou 2016). Dále jsou tyto 

varianty spojovány s nádory v mnoha GWAS (Holy et al. 2018). 

Receptory ROR (z angl. „retinoic acid receptor-related orphan receptors“), důležité 

pro metabolizmus lipidů a glukózy, se podílí i na regulaci cirkadiánního rytmu a tvorbě 

pomocných T lymfocytů (Jetten 2009; Zhang et al. 2015). Dva ze tří ROR, a to RORα 
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(RORA, dříve NR1F1) a RORγ (RORC, dříve NR1F3) vážou celou řadu oxysterolů, přičemž 

kompatibilní oxysteroly a jejich účinky jsou stejné pro oba receptory. Pro RORA byla 

nalezena celá řada spojitostí s onkologickými ukazateli, a to s prognózou karcinomu prsu 

(Rafiq et al. 2013) nebo rizikem jeho vzniku (Benna et al. 2017; Taheri et al. 2017; Truong 

et al. 2014), a dále s rizikem vzniku karcinomu plic (Wang et al. 2015) nebo pankreatu 

(Cotterchio et al. 2015), popř. melanomu (Li et al. 2018a). 

Receptor PXR (z angl. „pregnane X receptor“, gen NR1I2) je známým senzorem 

xenobiotik a reguluje transkripci mnoha enzymů metabolizujících léčiva (např. CYP3A4), 

nebo jejich transportérů (např. ABCB1). Rovněž se podílí na metabolizmu glukózy a lipidů 

(Chai et al. 2013; He et al. 2017; Koutsounas et al. 2013b). V důsledku vysokého množství 

ligandů a funkcí PXR, je tento receptor často studován ve spojitosti s onkologií. Změny 

exprese a polymorfismy PXR mají rozsáhlé dopady na karcinogenezi, proliferaci, 

metastazování, zánětlivé procesy a oxidativní stres (Koutsounas et al. 2013b; 2013a; 

Pondugula et al. 2016; Pondugula a Mani 2013). Rovněž mají vliv na chemoterapii (Zhuo et 

al. 2014), např. farmakokinetiku a farmakodynamiku docetaxelu a irinotekanu (Pondugula 

et al. 2016). Potenciál PXR jako prediktoru odpovědi na chemoterapii, popř. jako 

terapeutického cíle, je nesporný (Koutsounas et al. 2013a; Pondugula et al. 2016; Pondugula 

a Mani 2013). SNP v tomto genu jsou navíc spojovány přímo s rizikem vzniku nádorů, např. 

plic, tlustého střeva a konečníku, lymfatického systému, nebo jícnu (Pondugula et al. 2016). 

Z několika membránových receptorů interagujících s oxysteroly je nejdůležitějším 

G-proteinový receptor Smoothened (Smo, gen SMO), klíčový protein signalizační dráhy 

Hedgehog, zodpovědné za embryonální vývoj, ale jejíž inhibice je používána jako 

terapeutický zásah v různých typech nádorů (Dong et al. 2018; Wu et al. 2017; Xin et al. 

2018). Smo je aktivován několika oxysteroly (Daggubati et al. 2022). Dopad polymorfismů 

SMO je velmi široký, ale z nádorů se jedná spíše o ty vzácnější (Otsuka et al. 2015; Pellegrini 

et al. 2017; Yuzawa et al. 2016). 
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2. Hypotézy a cíle práce 

 

1) Vzhledem k prokázaným vlivům oxysterolů na různé aspekty karcinomu prsu je 

možné, že rovněž genetická variabilita v genech oxysterolových drah má vliv na onemocnění 

nebo jeho léčbu.  

Cílem č. 1 je proto porovnat profily zárodečných a somatických variant v těchto 

genech u souboru pacientek s karcinomem prsu, rozděleného podle klinických faktorů, 

včetně délky přežívání. 

 

2) Protože genetická variabilita je pouze jedním aspektem možného působení 

oxysterolových genů, je potenciálně výhodné genomická data doplnit o data exprese mRNA 

těchto genů, popř. o data exprese regulačních molekul jako miRNA.  

Cílem č. 2 je zjistit, zda kombinace těchto dat může vést k odhalení funkčních 

mechanismů, popř. k zpřesnění prediktivního nebo prognostického potenciálu variant. 

 

3) V oblasti OVC dochází v poslední době k doplňování a zpřesňování molekulární 

charakterizace a klasifikace. Stále ale chybí mimo jiné genomické biomarkery umožňující 

predikci odpovědi na léčbu deriváty platiny.  

Cílem č. 3 je proto komplexní porovnání mutačních profilů pacientek citlivých 

a rezistentních na léčbu, které by mohlo poskytnout kandidátní geny nebo dráhy. 

 

4) Pro predikci a prognostiku u CRC rovněž chybí spolehlivé genomické biomarkery. 

Výzkum v této oblasti je soustředěn zejména na primární nádory a často opomíjí metastázy, 

které jsou zásadní pro letalitu onemocnění.  

Cílem č. 4 je komplexní porovnání mutačních profilů v poměrně 

vzácných párových vzorcích primárních nádorů a metastáz, podrobná dokumentace 

rozdílů a poskytnutí základu pro další studie v této oblasti.
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3. Materiál, metody a pacienti 

 

Obrázek 15: Schematické znázornění postupů při zpracování vzorků a dat ve studiích, které 

jsou podkladem této práce.  

Kroky označené šedou barvou neprováděl autor. BC – karcinom prsu, OVC – ovariální karcinom, CRC – 

kolorektální karcinom. V závorce uvedeno číslo přílohy disertační práce, která náleží k příslušné studii. 

 

V této kapitole jsou stručně shrnuty metody, které byly prováděny v rámci řešení 

výzkumných cílů předkládaných v této práci. Všechny práce prováděl autor, není-li uvedeno 

jinak. Podrobnější popisy metod, materiálů a pacientů zahrnutých ve studiích, jsou uvedeny 
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v příslušných publikacích a jejich suplementech, jenž představují přílohy této práce. 

Schematické znázornění použitých postupů je vykresleno na Obrázku 15, str. 50. 

 

3.1. Pacienti 

Ve studiích řešených v rámci této disertační práce byly využity vzorky krve a tkání 

(nenádorová, primární nádorová, metastatická) pacientů s karcinomem prsu, ovarií nebo 

kolorekta. Vzorky byly získány v rámci spolupráce s Fakultní nemocnicí Královské 

Vinohrady, Fakultní nemocnicí v Motole, Fakultní nemocnicí v Plzni, Fakultní nemocnicí 

v Hradci Králové a Nemocnicí EUC Zlín. Všichni pacienti byli předem informováni o 

charakteru studií a podepsali Informovaný souhlas pacienta o zařazení do probíhajících 

studií. Všechny postupy proběhly v souladu s Helsinskou deklarací z r. 1964 a byly 

schváleny Etickými komisemi (EK) příslušných nemocnic, případně navazujících 

lékařských fakult, a Státního zdravotního ústavu (SZÚ). Detailní data o pacientech, stejně 

jako konkrétní schvalovací čísla EK, jsou uvedeny v jednotlivých publikacích, které jsou 

přílohami této práce. Pro validaci některých výsledků byla využita veřejně dostupná 

genomická data z projektů TCGA (Ellrott et al. 2018; Weinstein et al. 2013) a z projektu 

GENIE verze 13.0 (AACR Project GENIE Consortium 2017). 

 

3.2. Izolace a zpracování genetického materiálu 

Izolaci DNA a RNA ze vzorků od pacientek s karcinomem prsu a ovaria prováděl 

kolektiv kolegů ze SZÚ, včetně autora. DNA z krve byla získána standardní metodou 

fenol/chloroformové extrakce a precipitací etanolem (Topić a Gluhak 1991), nebo pomocí 

magnetické separace přístrojem Kingfisher mL (Thermo Fisher Scientific). DNA z čerstvě 

zamražené (uchované při -80 °C) nádorové i nenádorové tkáně byla izolována, po rozdrcení 

v třecí misce s tloučkem pod tekutým dusíkem, metodou fenol/chloroformové extrakce a 

precipitací etanolem, a dále kity AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit (QIAGEN), DNEasy 

Blood & Tissue Kit (QIAGEN). DNA byla kvantifikována pomocí Quant-iT PicoGreen 

dsDNA Reagent Kit (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific) a destičkového fluorescenčního 

spektrofotometru Infinite M200 (Tecan Group Ltd.) nebo Qubit dsDNA Assay na přístroji 

Qubit 4 (oboje Thermo Fisher Scientific). 

Izolaci DNA z kolorektálních karcinomů a jejich metastáz prováděly kolegyně Ing. 

Simona Šůsová a MVDr. Lenka Červenková (Lékařská fakulta Univerzity Karlovy) 

z parafínových bloků po fixaci formalínem (angl. „formalin-fixed, paraffin-embedded“, 

FFPE). K tomu byl použit RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Thermo 

Fisher Scientific. DNA byla kvantifikována pomocí kitu FFPE QC Kit (Agilent) nebo Qubit 

dsDNA Assay.  
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Celková RNA ze vzorků karcinomu prsu a ovarií byla izolována kitem AllPrep 

DNA/RNA/Protein Mini Kit. Ke kvantifikaci byl použit Quant-iT RiboGreen RNA Assay 

Kit (Thermo Fisher Scientific) na přístroji Infinite M200. Přístroj Bioanalyzer 2100 a kit 

RNA 6000 Nano (oboje Agilent) byly použity ke stanovení kvality RNA, tj. čísla integrity 

(angl. „RNA integrity number“, RIN). 

Čistota DNA a RNA byla kontrolována poměrem absorbancí při 260 a 280 nm (také 

260 a 230 nm) a v celém měřitelném absorpčním spektru přístrojem NanoDrop 2000 

(Thermo Fisher Scientific). 

 

3.3. Sekvenování DNA a RNA 

3.3.1. Příprava knihoven a sekvenace 

 

Příprava knihoven pro DNA sekvenování kity společnosti Agilent (viz dále) nebyla 

původně na pracovišti zavedena. Autor metodu zavedl a optimalizoval v rámci řešení úkolů 

této práce. Přípravu knihoven pro panelové DNA sekvenování provedl autor, v případě 

ovariálních vzorků ve spolupráci s kolegyní Ing. Simonou Šůsovou. Přípravu knihoven pro 

celoexomové sekvenování provedl kolega Mgr. Viktor Hlaváč, Ph.D. Přípravu knihoven pro 

sekvenování RNA z karcinomu prsu provedl autor, z karcinomu ovaria pak Mgr. Karolína 

Šeborová, Ph.D. Sekvenace proběhly ve spolupráci s Ústavem molekulární genetiky 

Akademie věd ČR v Praze a firmou Institute of Applied Biotechnologies v Olomouci. 

Knihovny pro panelové DNA sekvenování vzorků pacientek s karcinomem prsu, a 

pro celoexomové sekvenování, byly připraveny ze 100-200 ng genomické DNA pomocí kitu 

SureSelect XT Low Input Target Enrichment System for Illumina Paired-End Multiplexed 

Sequencing Library (Agilent) dle manuálu výrobce. Knihovny pro panelové sekvenování 

vzorků od pacientek s karcinomem ovarií byly připraveny kitem SureSelect XT HS2 

(Agilent), kdy byl oproti návodu výrobce snížen počet cyklů PCR při amplifikaci knihoven 

před nabohacením o čtyři až pět v důsledku vysoce efektivní amplifikace a za účelem snížení 

počtu duplikátů v sekvenaci. Oba postupy obnáší cílené nabohacení žádoucích sekvencí 

DNA pomocí specifických sond vázaných na magnetické kuličky. V případě panelového 

sekvenování se jednalo o Custom SureSelect XT Capture Library (Agilent), v případě 

celoexomového pak o SureSelect XT Human All Exon V7 Capture Library (Agilent). 

Sekvenace směsi knihoven byla provedena na platformě NextSeq 500 (Illumina) 

s MidOutput kitem nebo NovaSeq 6000 s SP Reagent kitem (čtení 2x150 bází) v případě 

panelového sekvenování a na přístroji NovaSeq 6000 s S4 Reagent kitem (Illumina, 2x150 

bází) pro celoexomové sekvenování. 

Knihovny pro RNA sekvenování byly připraveny z 500 ng celkové RNA pomocí 

kitu QuantSeq 3´mRNA-Seq Library Prep FWD for Illumina (Lexogen) dle návodu výrobce. 
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Vzorky s RIN >3,5 byly zpracovány dle standardního protokolu, zatímco malá část vzorků 

s RIN <3,5 byla zpracována protokolem pro RNA s nízkou kvalitou. Sekvenace ekvimolární 

směsi knihoven byla provedena na platformě NextSeq 500 (Illumina) s High Output kitem 

(čtení 1x75 bází) a cílem 5-6 milionů čtecích fragmentů na vzorek.  

Kontrola kvality během přípravy a po přípravě knihoven z DNA i RNA byla 

provedena pomocí přístroje Bioanalyzer 2100 s kitem DNA1000, potažmo High Sensitivity 

DNA (Agilent) a kvantifikace pomocí kvantitativní PCR (Viia7 – Thermo Fisher Scientific) 

dle KAPA Library Quantification Kit for Illumina Platforms (Roche) a fluorescenčně s 

využitím přístroje Qubit 4 a Qubit DNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). 

 

3.3.2. Bioinformatické zpracování sekvenačních dat 

 

Tato kapitola uvádí souhrnný výčet metod a nástrojů použitých pro bioinformatickou 

analýzu sekvenačních dat. Verze jednotlivých nástrojů a detailní popis parametrů, 

specifických pro jednotlivé aplikace a studie (panelové nebo celoexomové sekvenování, 

karcinomy prsu, ovaria a kolorekta, různé typy vzorků, různé verze referenčního genomu, 

aj.), jsou uvedeny v příslušných publikacích, jež představují přílohy této práce. 

 

3.3.2.1. DNA sekvenování 

 

Bioinformatickou analýzu dat z panelových sekvenování provedl autor. Analýzy 

celoexomového sekvenování provedl autor společně s kolegou Mgr. Viktorem Hlaváčem, 

Ph.D. 

Demultiplexování, tj. roztřídění datových souborů pro jednotlivé vzorky na základě 

shody indexových sekvencí obsažených ve fragmentech DNA, bylo provedeno nástrojem 

bcl2fastq (Illumina). Kontrola kvality dat byla provedena nástroji FastQC 

(www.bioinformatics.babraham.ac.uk) a MultiQC (Ewels et al. 2016). Adaptérové sekvence 

a báze s nízkou kvalitou čtení byly odstraněny pomocí programu AGenT Trimmer (Agilent) 

nebo Trimmomatic (Bolger et al. 2014). Mapování na referenční sekvenci (GRCh37 nebo 

GRCh38), tzv. „alignment“, bylo provedeno pomocí nástroje Burrows-Wheeler Aligner (Li 

a Durbin 2009; Li 2013). Deduplikace byla provedena softwarem AGenT LocatIt, nebo 

AGenT CReaK (Agilent) v závislosti na kitu použitém pro přípravu knihoven. Ke kontrole 

kvality souborů BAM byly použity nástroje Qualimap (Okonechnikov et al. 2016)  a 

Samtools  (Danecek et al. 2021). Pro detekci variant a řadu filtračních kroků (viz přílohy) 

byly použity nástroje balíku Genome Analysis Toolkit 4 (GATK, Broad Institute) (Van der 

Auwera et al. 2013). Pro detekci somatických variant byl použit nástroj Mutect2 a pro 

zárodečné varianty pak HaplotypeCaller dle nejaktuálnějších doporučených postupů GATK 

http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/
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Best Practices (DePristo et al. 2011). Pro čtení a manipulaci se soubory VCF, obsahujícími 

nalezené varianty, byly použity nástroje vcftools a bcftools (Danecek et al. 2011; 2021). Pro 

anotaci variant byly použity nástroje Annovar (Wang et al. 2010), Funcotator (GATK), 

Variant Effect Predictor (McLaren et al. 2016) a SnpEff (Cingolani et al. 2012). Převod 

variant do formátu MAF byl proveden pomocí vcf2maf (Cyriac Kandoth et al. 2018). 

Analýzu CNV provedl kolega Mgr. Viktor Hlaváč, Ph.D. Detekce byla provedena 

nástrojem CNVkit (Talevich et al. 2016). Signifikantní nálezy byly hodnoceny na základě 

průměrné hloubky čtení a tzv. frekvencí B-alely (BAF) jednotlivých segmentů. BAF byla 

spočítána z VCF souborů pomocí nástrojů VarDict (Lai et al. 2016) a ExomeDepth (Plagnol 

et al. 2012). U vzorků CRC a metastáz, kde nebyl k dispozici kontrolní nenádorový vzorek, 

byly požadované rozsahy BAF vypočítány z informací o čistotě vzorku nádorové tkáně, 

která byla pro každý vzorek stanovena podrobnou patologickou analýzou (MVDr. Lenka 

Červenková). 

 

3.3.2.2. RNA sekvenování 

 

Kvalita nezpracovaných sekvenačních dat byla kontrolována nástroji fastp (Chen et 

al. 2018) a FastQC. Transkripty byly anotovány referenčním transkriptomem GENCODE 

v35 (GRCh38.p13) a kvantifikovány nástrojem kallisto (Bray et al. 2016), pracujícím na 

principu tzv. pseudoalignmentu. Výše uvedené provedla Mgr. Karolína Šeborová, Ph.D. Pro 

analýzy (kromě analýzy diferenciální exprese) byla data normalizována aktuálně nejčastěji 

používaným způsobem, to jest na transkripty na milion (angl. „transcripts per million“, 

TPM), a transformována logaritmem dvou. 

 

3.4. Měření exprese transkriptomu miRNA pomocí mikročipů 

Tato kapitola popisuje postup celotranskriptomové kvantifikace exprese miRNA 

pomocí mikročipů, a to v DNA z tumorů prsu. Laboratorní část byla provedena kolegyní 

Mgr. Veronikou Bouškovou, Ph.D., s přispěním MUDr. Vojtěcha Haničince a ve spolupráci 

s autorem. Zpracování a vyhodnocení dat provedl autor. 

Pro měření exprese miRNA v rozsahu celého transkriptomu byl použit miRNA 

Microarray System s miRNA Complete Labeling and Hyb Kit a SurePrint G3 Unrestricted 

miRNA 8x60K v19.0 microarray slides (Agilent) dle manuálu výrobce. Celková RNA (100 

ng na vzorek, RIN≥5) byla defosforylována, označena značkou Cyanine 3-pCp, 

hybridizována, omyta, a snímána pomocí přístroje SureScan Microarray Scanner se 

softwarem Scan Control, extrakce dat pak proběhla přes software Feature Extraction (vše 

Agilent). 
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Pro počáteční kontrolu kvality, filtrování a anotaci byl použit software GeneSpring 

(Agilent). Hodnoty byly kvantilově normalizovány dle standardního postupu a 

transformovány přes logaritmus dvou. Pomocí trojrozměrné PCA (angl. Principal 

Component Analysis) byly vyloučeny vysoce odlehlé vzorky, vzniklé přesycením 

mikročipu. Dále byly eliminovány miRNA s nízkými hodnotami exprese, které by mohly 

být zkresleny pozadím. Toho bylo dosaženo zachováním pouze těch, jejichž hodnoty 

dosáhly alespoň dvacátého percentilu. Zároveň byly vyloučeny ty miRNA, jež byly 

exprimovány v méně než 25 % souboru, aby se předešlo statistickým výsledkům (zejména 

korelacím) založeným na příliš malých počtech pacientek. Data byla dále upravena 

nástrojem ComBat za účelem potlačení tzv. „batch“ efektů, tj. systematickým chybám 

způsobeným původem vzorků (drobné odlišnosti v postupech různých zdrojových 

nemocnic) a osobami provádějícími měření (Johnson et al. 2007; Chen et al. 2011). 

 

3.5. Terciární bioinformatická analýza a statistické vyhodnocení 

Tzv. terciární bioinformatická analýza pracuje s finálními výstupy předchozích částí 

analýzy, tj. s finálními spektry variant, maticemi exprese, popř. metylace aj. Cílem terciární 

analýzy je interpretace a validace výsledků, stejně jako propojení s dalšími typy dat, jako 

jsou data klinická. 

 

3.5.1. Sledovaná klinická data  

 

Klinická data sledovaná ve studiích zahrnovala všechny běžné klinické a 

epidemiologické parametry, jako pohlaví, věk pacienta v době diagnózy, u žen 

menopausální status, histologický typ a grade onemocnění, stádium, přítomnost metastáz či 

zasažení lymfatických uzlin, residuum po operaci, režim léčby chirurgické, onkologické 

(neoadjuvantní, adjuvantní, paliativní), popř. radiologické. V závislosti na diagnóze pak byla 

sledována exprese molekulárních markerů (u karcinomu prsu ER, PR, HER2, Ki-67, 

molekulární subtyp), míra odpovědi na léčbu, lokalizace nádoru u CRC, případně způsob 

metastatického postižení (synchronní vs metachronní) tamtéž aj. U všech pacientů byla 

sledována délka celkového přežití a délka přežití od chirurgického odstranění nádoru do 

progrese onemocnění. V případě ovariálních nádorů byly pacientky rozděleny dle tzv. 

„platinum-free interval“ (PFI, nezaměňovat s „progression-free interval“, rovněž uváděno 

jako PFI) na dobře odpovídající („platinum-sensitive“, PFI>12 měsíců) a špatně 

odpovídající („platinum-resistant“, PFI<6 měsíců a PFI 6-12 měsíců). V případě CRC pak 

byli pacienti klasifikováni dle odpovědi na paliativní léčbu na základě pravidel RECIST 

(Schwartz et al. 2016) na kompletně nebo částečně odpovídající (CR – complete response, 
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resp. PR – partial response) a neodpovídající (SD – stable disease, PD – progressive disease). 

Pro podrobnosti viz jednotlivé přiložené publikace. 

 

3.5.2. Analýza genomických a transkriptomických výstupů 

 

Metody analýzy variant byly odlišné v jednotlivých studiích a detaily postupů jsou 

uvedeny v přiložených publikacích. Obecně byly vyhodnocovány jak jednotlivé varianty 

(především u zárodečných), tak frekvence alterací v jednotlivý genech, skupinách genů, 

nebo dráhách (především somatické varianty a CNV). Varianty byly mimo jiné 

klasifikovány na základě predikce závažnosti (ovlivnění proteinového produktu). Rovněž 

byly klasifikovány pomocí systému PANTHER (Mi et al. 2013) a databáze KEGG 

(Kanehisa a Goto 2000). Byly srovnávány rozdíly v mutačních profilech sledovaných skupin 

pacientů, popř. mezi vzorky primárního nádoru a synchronní jaterní metastázy (studie CRC), 

stejně jako rozdíly v klinických parametrech mezi pacienty mutovanými a nemutovanými. 

Analýza somatických variant využívala především nástroje maftools (Mayakonda et al. 

2018). Pro detekci driver genů byly využity softwary MutSigCV, MutSig2CV a GenePattern 

(Lawrence et al. 2013; Reich et al. 2006). K vizualizaci CNV byl použit nástroj GenVisR 

(Skidmore et al. 2016). 

Na základě somatických variant nalezených pomocí celoexomového sekvenování 

byly vyhodnocovány tzv. SBS mutační podpisy (z angl. „single base substitution“, 

jednonukleotidové substituce). Mutační podpisy jsou specifické kombinace typů mutací 

v kontextu jejich bezprostředního okolí (trinukleotid), které jsou charakteristické pro řadu 

mutačních procesů v nádorové buňce (Koh et al. 2021). Jejich evidencí a popisem se zabývá 

především databáze COSMIC (Forbes et al. 2017). Ačkoli známy jsou rovněž jiné typy 

podpisů (dvounukleotidové substituce – DBS, indelové – ID, podpisy dle CNV – CN, 

podpisy dle strukturních změn – RS, angl. „rearrangement signatures“), v této práci byly 

vyhodnocovány pouze SBS podpisy, které jsou metodicky i interpretačně nejlépe 

prostudované a exomová data obsahují dostatek informace pro jejich stanovení. Tradičně je 

stanovení podpisů prováděno de novo na datech celogenomového a celoexomového 

sekvenování velkého počtu vzorků obtížnou a výpočetně náročnou metodou (Alexandrov et 

al. 2020), ale v našem případě byla zvolena metoda tzv. refittingu, tj. srovnávání nalezených 

mutačních spekter se známým katalogem podpisů. Tento přístup je vhodnější při malých 

počtech vzorků a limitacích celoexomového sekvenování, a to nástrojem decompTumor2sig 

(Krüger a Piro 2019) a sigminer (Wang et al. 2021). Diferenciální exprese mRNA byla 

vyhodnocena nástrojem EdgeR (Robinson et al. 2010). 
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3.5.3. Statistické metody 

 

Pro analýzu nalezených dat ve vztahu ke klinických údajům byly použity zejména 

metody hodnocení přežívání, tj. grafy dle Kaplana a Meiera (Kaplan a Meier 1958) s log-

rank nebo Breslowovým testem signifikance, a Coxův model poměru rizik (Katz a Hauck 

1993), a to v programech survival pro R a SPSS (SPSS, Inc.). Pro srovnávání kategorických 

proměnných byl použit Pearsonův χ2 test (Pearson 1900) a kategorických nebo spojitých 

proměnných se spojitými pak neparametrický test dle Manna a Whitneyho (Mann a Whitney 

1947). Pro analýzy diferenciální mutovanosti a společné přítomnosti (ang. „co-occurence“) 

variant byl použit Fisherův exaktní test (Fisher 1992). Analýza korelace spojitých 

proměnných (např. exprese miRNA a mRNA) byla vzhledem k rozdělení dat významné 

odchýleného od normality (ověřeno testem dle Shapira a Wilka (Shapiro a Wilk 1965)) 

provedena metodou Spearmanovy korelace na základě pořadí hodnot (Schober et al. 2018). 

Úprava p-hodnot v důsledku mnohočetného testování (korekce FDR, angl. „false discovery 

rate“) pak byla provedena metodou Benjaminiho a Hochberga (Benjamini a Hochberg 

1995). To, zda je p-hodnota upravena či nikoliv, je vždy v této práci, stejně jako 

v přiložených publikacích, u příslušné hodnoty uvedeno. Pro tvorbu, hodnocení a vizualizaci 

integračních multiomických prediktivních modelů byl použit balík nástrojů mixOmics 

(Rohart et al. 2017), zejména metoda „multiblock sparse Partial Least Squares – 

Discriminant Analysis“ (DIABLO) (Singh et al. 2019). 

 

3.5.4. Dostupnost dat 

 

Původní data z DNA sekvenování byla uložena ve veřejně dostupné databázi 

Sequence Read Archive (Leinonen et al. 2011): studie karcinomu prsu –  PRJNA802324, 

celoxomová studie OVC – PRJNA814851, studie CRC – PRJNA866168). Data z RNA 

sekvenování v původní i zpracované formě byla v souladu s pravidly  MINSEQE (Brazma 

et al. 2012) uložena v databázi Gene Expression Omnibus (GEO) pod kódem GSE225327. 

Data z mikročipů v původní i zpracované formě byla uložena v GEO pod kódem 

GSE225292 v souladu s pravidly MIAME (Brazma et al. 2001).
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4. Výsledky 

4.1. Studie úlohy genů oxysterolové signalizace u karcinomu prsu 

4.1.1. Přehledové články 

 

K tématu relevance oxysterolů a genů s nimi interagujících pro nádorová 

onemocnění, (kapitola 1.6), byly v rámci řešení této práce publikovány dva přehledové 

články. První článek, publikovaný v časopise Biochimie (Příloha I), obšírně shrnuje 

dostupnou literaturu, spojující zárodečné varianty v genech oxysterolových drah 

s veškerými aspekty nádorových onemocnění, zejména s rizikem jejich vzniku, progresí 

nebo prognózou (Holy et al. 2018). Tento článek byl zásadní pro definici souboru genů pro 

následné studium vlivu jejich variability na prognózu onemocnění (kapitola 4.2.1). 

V druhém článku, publikovaném v časopise British Journal of Pharmacology, jsme 

se pak zaměřili na možné role oxysterolů v terapii, zejména pak na ovlivnění účinnosti 

chemoterapeutik jako doxorubicin, cisplatina, 5-fluorouracil a dalších. Byly ale nalezeny i 

množící se důkazy o potenciálu oxysterolů jako prediktivních a prognostických biomarkerů 

v krvi i tkáních pacientů, a dokonce jako kandidátních protinádorových léčiv (Kloudova-

Spalenkova et al. 2021). 

 

4.1.2. Studie zárodečných a somatických variant ve vztahu ke klinickým 

parametrům 

 

V následující genomické studii, publikované v časopise Biochimie (Příloha II), jsme 

se zaměřili na panel 113 genů interagujících s oxysteroly, vybraných po předchozí důkladné 

řešerši literatury a databází. Šlo o první studii tohoto typu, dedikovanou oxysterolovým 

genům (Holý et al. 2022). 

Geny byly osekvenovány panelovým DNA sekvenováním s velmi vysokým 

pokrytím v párových vzorcích nádorových a nenádorových u 101 pacientek (99 párů, 

samostatné 2 vzorky krve) s ER pozitivním luminálním karcinomem prsu ve stádiu nižším 

než III. Nízké stádium bylo vybráno z důvodu vyloučení vysoce mutovaných vzorků, které 

by mohly výrazně zkreslit analýzu. Nenádorové vzorky dosahovaly v průměru pokrytí 187 

± 39 (81 ± 9 % pokryto alespoň 100krát) a nádorové 666 ± 238 (87 ± 9 % pokryto alespoň 

300krát). 

Celkem bylo u 101 pacientek nalezeno 96411 zárodečných variant, tedy 955 ± 46 na 

pacientku. Z těchto variant bylo 5042 unikátních, a z nich 587 do té doby nepopsaných. 

Všechny nalezené variaty byly podrobně popsány a klasifikovány (pro detaily viz Příloha 

II). Pro účely hledání statisticky signifikantních asociací byly varianty nejprve filtrovány 
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tak, aby jejich frekvence v kohortě dosahovala alespoň 5%, data existovala pro alespoň 90 

% vzorků, a aby neodporovaly zákonu Hardyho a Weinberga (Waples 2015). Výsledný 

soubor 67288 variant pak byl použit pro hledání asociací s přežíváním pacientek a se všemi 

dostupnými kategorickými klinickými daty. Hlavním výsledkem byla řada 15 variant v 12 

genech (Tabulka 6), asociovaných s kratším nebo delším přežitím bez progrese (angl. 

„disease-free survival“, DFS) nebo přežitím celkovým (angl. „overall survival“, OS). 

Bohužel žádná z těchto variant neprošla korekcí pro mnohočetné testování, takže nebyly dále 

zkoumány (Příloha II). 

 

Tabulka 6: Výčet krátkých zárodečných variant asociovaných s přežíváním pacientek 

s karcinomem prsu 

Gen 
Kód 

varianty1 Alela 
Dopad na 

transkripci 

Dopad na 

přežívání2 

Typ 

přežívání 
Skupina pacientek p-hodnota3 

ABCA1 rs2066714 T>C missense - DFS adjHT 0,005 

ABCA8 rs4147957 A>G intron + DFS/OS 
všechny (pouze DFS); 

adjHT 

0,007; 

0,006/0,005 

ABCA8 rs4147967 C>T intron - DFS/OS 
všechny; 

adjHT (pouze OS) 
0,006/5,30E-04; 

0,002 

ABCC1 rs45511401 G>T missense - DFS adjHT 0,009 

ABCG2 rs2231156 C>A intron + DFS 
všechny; 

adjHT 

0,009; 

0,010 

GPR183 rs2230342 C>A synonymní - OS adjHT 0,008 

HSD3B7 rs17849880 C>T synonymní + DFS všechny 0,010 

LDLR 

/MIR6886 
rs1003723 C>T 

intron 

/miRNA 
- DFS/OS všechny 0,006/0,003 

LDLR rs6413504 A>G intron - OS všechny 0,003 

MBTPS1 rs11607 C>T 3'UTR - OS adjHT 0,001 

MBTPS1 rs7206438 G>T intron - OS adjHT 0,009 

NR1I2 rs3732359 G>A 3'UTR - OS adjHT 0,009 

OSBPL2 

/MIR1-

1HG-AS1 

rs3833323 G>- 
3'UTR 

/miRNA 
- OS adjHT 0,007 

OSBPL3 rs7810587 A>C intron - DFS 
všechny; 

adjHT 

0,005; 

0,009 

OSBPL5 rs3217567 ->C 3'UTR - DFS adjHT 0,007 
1Refererenční číslo v databázi dnSNP 153 (Sherry et al. 2001). 2”+” = pozitivní; “-“ = negativní. 3 log rank 

test, hodnota zaokrouhlena; jsou uvedeny pouze asociace s p≤0,01. Žádná hodnota nebyla signifikantní po 

úpravě na mnohočetné testování. adjCT – skupina léčená adjuvantní chemoterapií (nevylučuje hormonální 

léčbu). adjHT – skupina léčená adjuvantní hormonální terapií. DFS – přežívání bez návratu onemocnění (angl. 

„disease-free survival“). OS – celkové přežití (angl. „overall survival“). Missense – substituce vedoucí 

k inkorporaci nesprávné aminokyseliny. UTR – netranslatovaný region. Nezkrácená verze tabulky v publikaci 

(Příloha II). 

 

U 99 úspěšně sekvenovaných nádorů (po odfiltrování zárodečných variant díky 

párovým vzorkům normální DNA) bylo nalezeno 1177 variant, z nich 1087 unikátních. 

Z toho vyplývá, že drtivá většina variant byla nalezena pouze u jedné pacientky a jednalo se 

o privátní, zřejmě pasažérské alterace. Vzhledem k tomu byly asociační analýzy prováděny 

ne pro konkrétní jednotlivé varianty, jako tomu bylo v případě variant zárodečných, ale pro 

mutovanost jednotlivých genů a skupin genů, definovaných na základě jejich funkční 

souvislosti (známá signalizační dráha nebo in silico predikce) nebo strukturní či funkční 
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podobnosti. Zároveň byly nalezeny dvě hypermutované pacientky, které společně 

představovaly téměř polovinu všech nalezených variant. Všechny analýzy tedy byly 

prováděny dvakrát – bez těchto pacientek a včetně. Grafické zobrazení typů mutací (pouze 

exonové) u pacientek v třiceti nejmutovanějších genech, s anotací stádia, grade, 

molekulárního subtypu a exprese PR, je na Obrázku 16. 

 

 

Obrázek 16: Typy exonových somatických mutací u pacientek s karcinomem prsu.  

Uvedeno 30 nejmutovanějších oxysterolových genů. Sloupce – pacientky, řádky – geny. (A) TMB – mutační 

zátěž (angl. „tumor mutation burden“) na pacientku. (B) přehled genů. (C) Vybraná klinická data, pacientky 

seskupeny dle molekulárního subtypu. (D) přehled typů transverzí a tranzic. Multi_Hit – více mutací u jedné 

pacientky najednou. PR – progesteronový receptor.  

 

Z výsledků pro jednotlivé geny byly nejzajímavější asociace mutací v CYP46A1 

s kratším OS a DFS a OSBPL3 a GPR17 s kratším OS. Tyto výsledky, ačkoli signifikantní 

po FDR korekci, je ale třeba interpretovat s opatrností, jelikož byly založeny pouze na třech 

mutovaných jedincích (pro grafy viz Příloha II). Podstatně robustnější byla ale asociace 

mutovanosti panelu 20 genů, které byly seskupeny na základě jejich společné asociace 

s expresí PR, s kratším DFS i OS („PR gene set“, Obrázek 17, str. 61). 
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Obrázek 17: Přežívání pacientek mutovaných v panelu genů asociovaných s expresí PR.  

(A) přežití bez progrese/rekurence. (B) celkové přežití. (C) seznam genů v panelu. Zelená – geny transportu a 

homeostázy (oxy)sterolů, fialová – geny oxysterolových receptorů a jejich modulátorů. 

 

Pozoruhodným byl i rozdíl v mutovanosti těchto genů mezi skupinami PR pozitivních a PR 

negativních pacientek. Všechny PR negativní pacientky měly alespoň jednu mutaci alespoň 

v jednom genu z PR skupiny (11 z 11, 100 %), zatímco to platilo pouze pro 44 % (38 z 86) 

PR pozitivních pacientek (P=0,001 po korekci na FDR, Obrázek 18A, str. 62). Naopak u 

všech ostatních genů v panelu rozdíly v mutovanosti nebyly nalezeny (91 % v PR neg. vs 95 

% v PR poz.). Rozdíl byl ještě výraznější, pokud byly započítány pouze nesynonymní 

exonové varianty, tj. varianty ovlivňující protein (Obrázek 18B, str. 62). PR negativní 

pacientky byly v PR skupině mutované z 91 % (10 z 11), a PR pozitivní z 12 % (10 z 86, 

P=1,15E-06 po korekci na FDR), zatímco pro zbytek genů to bylo 91 %, resp. 55 % (P=1,0 

po korekci na FDR). 
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Obrázek 18: Procentuální rozdíly v mutovanosti vybraných genů u pacientek s PR 

pozitivními a PR negativními nádory prsu.  

(A) varianty všech typů. (B) varianty se středním (missense, in frame) nebo vysokým (frame shift, nonsense) 

dopadem na protein. Multi Hit – více mutací u jedné pacientky najednou.
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4.1.3. Integrační studie mRNA-miRNA profilů a somatických variant 

oxysterolových genů 

 

Data z genomické studie byla následně využita jako základ výrazně komplexnější 

studie, kombinující data o somatických variantách oxysterolových genů (n=99) s daty o 

expresi jejich mRNA (n=67) a s daty o expresi celého miRNA transkriptomu (n=125), a to 

pro překrývající se kohorty pacientek (Obrázek 19). Cílem bylo především zmapovat 

interakce specifických mRNA z vybraného panelu 113 genů oxysterolové signalizace se 

všemi známými miRNA. Dále jsme chtěli zdokumentovat možný vliv somatické variability 

na expresi panelu genů a odhalit v kombinaci s klinickými daty potenciální multiomické 

biomarkery využitelné pro predikce a prognostiku, tj. terciární prevenci onemocnění. 

Příslušný článek (Příloha III) byl v době odevzdání disertační práce v recenzním řízení. 

 

 

Obrázek 19: Překryvy kohort, u nichž bylo úspěšně provedeno příslušné měření.  

DNA – panelové sekvenování somatických variant v 113 oxysterolových genech. mRNA – sekvenování mRNA 

transkriptomu za účelem kvantifikace transkriptů 113 oxysterolových genů. miRNA – měření exprese celého 

miRNA transkriptomu pomocí mikročipů. 

 

Laboratorní část projektu se vydařila pro všechny vzorky nádorové RNA kromě 

měření miRNA u dvou vzorků ze 125, které byly vyřazeny pro odlehlost hodnot. Data pro 

2027 miRNA byla následně filtrována a korigována (kapitola 3.4) na 280 miRNA, 

splňujících kvalitativní požadavky pro korelační analýzy. Data pro expresi mRNA byla 

zúžena na 113 zkoumaných genů. Normalizovaná data (viz kapitoly 3.3.2 a 3.4) byla 

následně korelována a byly vytvořeny interakční sítě, mapující jak silně korelované 

(koexprimované) miRNA (pro 123 pac.), tak mRNA-miRNA páry (pro 56 pac.). Výsledky 

byly následně ověřovány na veřejně dostupných datech dvou skupin pacientek (TCGA, 

n=374 a n=157) redukovaných tak, aby dosahovaly maximální klinické podobnosti s našimi 

kohortami.  
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Jako kritérium pro klastrování miRNA jsme zvolili minimální korelační koeficient 

(r) ≤-0,8 nebo ≥0,8, čili silnou negativní nebo pozitivní korelaci. Toto kritérium splňovalo 

celkem 230 interakcí s FDR upravenou p<0,05, z nichž všechny byly kladné, tj. jednalo se 

o koexpresi miRNA. Spojení těchto vazeb do sítí ukázalo dvě velké skupiny o 41 a 15 

koexprimovaných miRNA, a dále pět skupin o pěti až osmi miRNA, tři skupiny po třech, a 

19 párů miRNA. Z celkových 230 interakcí bylo 79 ověřeno (signifikantní po FDR korekci) 

v obou kohortách TCGA, 17 pouze v jedné z nich, a 134 nalezeno nebylo. Důležitým 

zjištěním bylo, že to, zda byla interakce signifikantní ve více kohotách, bylo do velké míry 

společné pro jednotlivé skupiny. Největší skupina koexprimovaných miRNA s nejsilnějšími 

vazbami, a zcela validována, je znázorněna na Obrázku 20. Ostatní skupiny jsou v Příloze 

III. Korelační analýza mRNA oxysterolových genů ukázala r mezi -0,42 a 0,74, žádné 

mRNA tedy nebyly velmi silně koexprimovány (Příloha III). 

 

Obrázek 20: Největší skupina nejsilněji koexprimovaných miRNA.  

Tloušťka čáry odpovídá síle korelace (koeficient mezi 0,80 a 0,99). Tmavě modrá – validováno v obou 

kohortách. Světle modrá – validováno pouze v jedné kohortě. Šedá, přerušovaná čára – nevalidováno ani 

v jedné kohortě. 

 

Klíčovou analýzou studie byla korelace miRNA s mRNA oxysterolových genů opět 

s validací ve dvou kohortách TCGA, a rovněž srovnáním s daty v 11 databázích mRNA-

miRNA interakcí. Celkem bylo nalezeno 123 interakcí signifikantních po korekci na 

mnohočetné testování, z nichž 14 se nacházelo alespoň v jedné databázi in silico predikcí a 

devět alespoň v jedné databázi experimentálně validovaných interakcí. Čtyři interakce, a to 

ESR1 s miR-130a-3p a miR-145-5p, INSIG1 s miR-130a-3p, a NCOA2 s miR-200c-3p, se 

nacházely v obou typech databází. Validace v TCGA datech potvrdila 14 interakcí v obou 
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kohortách, 46 pouze v jedné kohortě, a vyvrátila (opačná tendence korelace) jednu interakci 

v obou kohortách a deset interakcí v právě jedné z kohort. Nebylo potvrzeno ani vyvráceno 

celkem 52 interakcí. Největší počet signifikantních interakcí, a interakcí potvrzených 

v TCGA a v databázích, vykazovaly geny CH25H, ESR1 a INSIG1. Výsledná síť interakcí, 

včetně stavu validace, síly korelace, a dalších parametrů, je na Obrázku 21, str. 66. 

Následně jsme provedli analýzu diferenciální exprese (z neupravených dat počtů 

detekovaných transkriptů) u pacientek rozdělených dle přítomnosti somatických mutací 

v jednotlivých genech nebo skupinách genů, které vycházely z poznatků z předchozí studie 

(Příloha II), a těch, které figurovaly v interakčních sítích. Dále byly pacientky děleny dle 

klinických faktorů, jako velikost a typ nádoru, postižení lymfatických uzlin, molekulární 

subtyp, exprese HER2 a PR. Většina těchto analýz přinesla minimum významných vztahů, 

což však neplatilo pro mutace, které byly v předchozí studii asociovány s kratším přežíváním 

pacientek, konkrétně v genu CYP46A1 a skupině STRING-CYP46A1 (deset funkčně 

souvisejících genů). Tyto byly asociovány s největším počtem diferenciálně exprimovaných 

genů, konkrétně pak se zvýšenou expresí EBP, DHCR7, PPARGC1B, OSBP, LDLR a 

ABCG8 (Obrázek 22A a 22B, včetně p-hodnot, str. 67). Mutace v genu SC5D byla 

asociována s jeho vysokou expresí, méně pak se zvýšenou expresí genů SREBF1 a AHR 

(Obrázek 22C, str. 67). Mutace v ABCA9 byly rovněž asociovány s vyšší expresí SC5D 

(FDR kor. P=0,028), a mutace v ESR1 pak s vyšší expresí NCOR1 (FDR kor. P=7,85E-05) 

(Příloha III). Jediným klinickým parametrem, který rozděloval pacientky na skupiny 

s rozdílnou v expresí oxysterolových genů, byla patologicky stanovená pozitivita lymfatické 

uzliny (pN), pro níž byla nazelena vysoce zvýšená exprese pouze jediného genu, a to 

STARD5 (Obrázek 22D, str. 67).
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Obrázek 21: Interakční síť vycházející z korelační analýzy mRNA oxysterolových genů a 

miRNA. mRNA – oranžová, miRNA – bílá. Přerušovaná čára – negativní korelace. Plná čára – pozitivní 

korelace. Tmavě modrá čára – validováno v obou TCGA kohortách. Světle modrá čára – validováno v pouze 

jedné kohortě TCGA. Oranžová čára – v rozporu s jednou validací. Červená čára – v rozporu s oběma 

validacemi. “D” uprostřed čáry – interakce nalezena alespoň v jedné z 11 databází predikovaných nebo 

validovaných interakcí. 
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Obrázek 22: Volcano ploty diferenciálně exprimovaných genů mezi pacienty.  

Rozdělení dle přítomnosti somatických mutací v genu CYP46A1 (A), skupině genů STRING-CYP46A1 (B) a 

genu SC5D (C). (D) dělení dle pozitivity lymfatických uzlin (pN). Vertikální čáry ukazují orientační hranici 

velmi vysoce rozdílné exprese (log2 fold change = 2), horizontální pak hranici statistické signifikance (p≤0.05 

po korekci na mnohočetné testování). 

 

Dále byl posouzen vliv exprese všech jednotlivých mRNA, stejně jako miRNA, na 

přežívání pacientek. Srovnávány byly pacientky s expresí nad a pod medián v souboru (n=67 

pro mRNA, n=123 pro miRNA). V případě málo exprimovaných mRNA, kde by medián byl 

roven nule (n=20), byly posuzovány pacientky s nulovou vs nenulovou expresí. Z mRNA 

byla vysoká exprese asociována s kratším přežíváním pro LDLR (OS P=0,003; DFS 

P=0,020) a PPARGC1A (P>0,05; DFS P=0,020), podobně jako nenulová exprese CYP3A4 

(OS P=0,017; DFS P=0,015). Žádný z těchto výsledků ale nebyl signifikantní po korekci na 

mnohočetné testování a nepotvrdil se ve validační kohortě TCGA. Vysoká exprese osmi 

miRNA byla asociována s delším (miR-106b-5p, miR-3653, miR-6069, miR-6515-3p) nebo 

kratším OS (miR-23b-3p, miR-4459, miR-4497, miR-4745-5p). Sedm miRNA pak bylo 

asociováno delším (miR-222-3p, miR-1587, miR-4449, miR-4687-3p, miR-6069) nebo 

kratším (miR-19b-3p, miR-4745-5p) DFS. Výsledky byly opět nesignifikantní po FDR 

korekci. Vysoké exprese miR-19b-3p, asociovaná s kratším DFS (P=0,036), byla taktéž 

asociována stejným směrem v jedné z TCGA kohort, ačkoli nesignifikantně (n=157, 



68 

 

P=0,085, Obrázek 23). Podobné asociace ale byly nalezeny i pro OS v naší kohortě, stejně 

jako v obou validačních (P=0,17; P=0,14 a P=0,05). Dále byla nalezena obdobná asociace 

s kratším chorobově-specifickým přežitím (DSS, angl. „disease-specific survival“) v jedné 

z validačních kohort (n=374), ale opět nesignifikantní (P=0,080, více v Příloze III). 

Z deseti testovaných klinických parametrů pak jedině patologicky stanovená velikost 

nádoru (<pT1) vedla k významnému prodloužení přežití v naší kohortě (OS P=0,004, 

n=157; DFS P=0,012, n=158). 

 

Obrázek 23: Přežívání pacintek bez onemocnění v kohortě studované (vlevo) a validační 

(vpravo) pro expresi miR-19b-3p.  

Červená, high – nad medián. Modrá, low – nad medián.
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Nakonec jsme se pokusili o konstrukci multiomického diskriminačního modelu 

DIABLO (kapitola 3.5.3), který dokáže kombinovat teoreticky neomezený počet typů 

omických dat a vytvořit z nich predikční vzorec na známou kategorickou proměnnou. Na 

základě tréninku na datech původních pak dokáže předpovídat proměnnou v datech nových, 

a to pomocí zúženého podpisu kombinujícího např. mRNA a miRNA. Již průvodní analýza 

našich dat a obou kohort TCGA pomocí PCA (analýza hlavních komponent, angl. „Principal 

Component Analysis“) ukázala, že vzorky výrazně neklastrují podle žádného testovaného 

klinického parametru, a to ani v datech pro mRNA, ani v datech pro miRNA (pro detaily viz 

Příloha III). Data proto pravděpodobně nejsou vhodná pro spolehlivou predikci vybraných 

klinických parametrů (stádium, pN, pT, OS, PR). Navzdory tomu jsme se pokusili tyto 

modely vytvořit, a to na datech největšího souboru (TCGA, n=374), u něhož byla největší 

šance na vznik efektivního modelu. Ani nejlepší model bohužel nedosahoval lepšího 

procenta chybovosti než 40 %. Na hierarchicky klastrovaných mapách integrovaných 

mRNA-miRNA podpisů je ale přesto vidět určitá tendence ke klastrování vzorků s pT>pT1 

k sobě (podpis 42 mRNA a 36 miRNA, Obrázek 24A), podobně jako vzorků PR 

negativních (podpis 14 mRNA a 4 miRNA, Obrázek 24B). 

 

 

Obrázek 24: Hierarchické klastrování integrovaných mRNA-miRNA podpisů jako 

prediktorů v modelech DIABLO.  

(A) patologická velikosti nádoru (pT, řádky). (B) exprese progesteronového receptoru (PR, řádky).  
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4.2. Studie mutačních profilů u pacientek s karcinomem ovarií 

s rozdílnou citlivostí na terapii platinovými deriváty 

4.2.1. Studie celoexomových profilů 

 

Cílem studie OVC bylo srovnat celoexomové mutační profily mezi pacientkami 

s epiteliálními OVC dobře a špatně odpovídajícími na léčbu platinovými deriváty (senzitivní 

a rezistentní, kapitola 3.1), a odhalit nové, popř. validovat již popsané genomické 

biomarkery rezistence a odpovědi na podanou léčbu. Pro tuto studii bylo vybráno celkem 50 

pacientek s epiteliálním OVC, z nichž většina měla onemocnění stádia III a subtypu HGSC 

(angl. „high grade serous carcinoma“, serózní karcinom s vysokým grade). Celkem 30 

pacientek pak bylo klasifikováno jako senzitivní na platinové deriváty a 20 jako rezistentní. 

Pro páry vzorků DNA z nádoru (čerstvě zamražená tkáň) a krve bylo provedeno 

celoexomové sekvenování. Studie (Příloha IV) byla publikována v časopise Life Science 

Alliance (Hlaváč et al. 2022). 

 

4.2.1.1. Obecná analýza variant 

 

Průměrná hloubka pokrytí u nádorových vzorků byla 243 ± 29 a 96 % bází bylo 

pokryto alespoň 50krát. Nenádorová DNA z krve pak měla průměrné pokrytí 35 ± 6 a 92 % 

bází bylo pokryto alespoň 10krát.  

Celkový počet nalezených somatických variant byl 1781 ± 282 na vzorek. Tyto 

varianty byly poté poměrně přísně filtrovány (viz publikace), aby byl minimalizován počet 

falešně pozitivních nálezů. Průměrně 478 ± 133 variant na vzorek prošlo těmito filtry. Pro 

většinu následujících analýz jsme se zaměřili na tyto varianty, a to pouze ty nesynonymní 

exonové nebo obecně ty, u kterých lze předpokládat signifikantní dopad na proteinový 

produkt (tedy tzv. střední nebo vysoká závažnost). Přehled typů, tříd a počtů variant pro 

jednotlivé vzorky, s výčtem nejčastěji mutovaných genů, je na Obrázku 25, str. 71. 

Obdobně byly zmapovány zárodečné varianty (39054 ± 793 na pac., 33992 ± 1495 

po filtraci), které ale nebyly v této studii dále analyzovány, kromě post-hoc analýzy genů 

dráhy oprav DNA homologní rekombinací (HRR, viz dále), a také CNV (159 ± 99 na pac.). 
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Obrázek 25: Distribuce variant studované kohorty pacientek s ovariálním karcinomem.  

(A) klasifikace variant s počty na ose x. (B) typy variant – TNP – trinukleotidová varianta, SNP – 

jednonukleotidové varianta, INS – inserce, DNP – dinukleotidová varianta, DEL – delece. (C) počty mutací 

dle typu jednonukleotidové záměny. (D) počty mutací na vzorek. (E) počty mutací celkově dle klasifikace. (F) 

deset genů s nejvyššími počty mutací na ose x a procentem mutovanosti kohorty pro každý gen. Barvy 

v obrázcích D, E a F odpovídají kategoriím v obrázku A. 

 

Nejčastěji somaticky mutovaným (78 % kohorty) genem byl TP53. Nejvíce 

mutované geny v kohortě a doplňující informace, včetně odpovědi pacientek na léčbu, jsou 

znázorněny na Obrázku 26, str. 72. 
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Obrázek 26: Typy somatických mutací se střední nebo vysokou závažností u pacientek 

s karcinomem ovarií.  

Uvedeno 35 nejčastěji mutovaných genů. Sloupce – pacientky, řádky – geny. TMB – mutační zátěž (angl. 

„tumor mutation burden“) pacientky. Multi_Hit – více mutací najednou. Pacientky seskupeny dle odpovědi na 

léčbu. 
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4.2.1.2. Srovnání dle odpovědi na léčbu platinovými deriváty  

 

U rezistentních pacientek byla statisticky signifikantně zvýšená frekvence mutací v 

genu TP53, a snížená v PACBPC3 (Obrázek 27). Rozdíly byly patrné, i když ne statisticky 

signifikantní, i v řadě dalších genů, např. FRG2B, KDM6B, MAGEL2, PI4KA a SLIT1.  

 

 

Obrázek 27: Typy somatických mutací se střední nebo vysokou závažností u pacientek 

s karcinomem ovarií, rozdělených dle odpovědi na léčbu platinovými deriváty.  

Uvedeno 10 genů s nejvyššími počty mutací. Multi hit – více mutací u jedné pacientky najednou. 

 

Rezistentní pacientky měly rovněž větší zastoupení funkčně důležitých typů mutací 

v TP53, jako stop-gained (nonsense, varianta ukončující transripci) a frameshift (varianta 

posunující čtecí rámec, Obrázek 28, str. 74). 
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Obrázek 28: Topologie somatických mutací v genu TP53 se střední nebo vysokou 

závažností u pacientek s OVC, rozdělených dle odpovědi na léčbu platinovými deriváty. 

 

Z analýz diferenciální mutovanosti nádorových signálních drah vyplynulo, že 

zatímco pacientky mutované v dráze TP53 jsou s vyšší pravděpodobností rezistentní (OR = 

7,87; 95% CI = 0,94-374,58), tak naopak ty mutované v dráze Hippo jsou rezistentní 

s pravděpodobností sníženou (OR = 0,26; 95% CI = 0,06-0,96, Obrázek 29). 

 

 

Obrázek 29: Vizualizace nabohacení mutací v deseti kanonických onkogenních dráhách u 

pacientek rezistentních na platinové deriváty oproti senzitivním. 
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Rozdíly ve spektrech CNV ani v TMB mezi rezistentními a senzitivními pacientkami 

nebyly pozorovány. Analýza mutačních podpisů ukázala vyšší podíl podpisu SBS6 

v rezistentních pacientkách, i když ne po FDR korekci.  

 

4.2.1.3. Asociace s dalšími klinickými daty včetně délky přežívání 

 

Dále byly provedeny všechny zmíněné analýzy pro dělení pacientek dle stádia 

nemoci, grade, molekulárního subtypu nádoru, přítomnosti distálních metastáz, a residua po 

operaci. Pouze dělení dle histologického subtypu odhalilo signifikantní rozdíly (Obrázek 

30). Pacientky se subtypem HGSC měly, oproti všem ostatním, výrazně vyšší počet mutací 

na vzorek před i po filtračních krocích (1837 ± 269 oproti 1645 ± 289 a 310 ± 91 oproti 228 

± 130). Pacientky se somatickými mutacemi v TP53 rovněž měly vyšší šanci na subtyp 

HGSC (OR = 7,34; 95% CI = 1,42-44,93). Tato signifikance se ještě zvýšila při započtení 

celé dráhy TP53 (OR = 9,98; 95% CI =1,76–75,39). Drobné rozdíly mezi HGSC a ostatními 

subtypy byly rovněž nalezeny v mutačních podpisech SBS34 a SBS17b. Subtyp HGSC měl 

rovněž vyšší frekvenci (179 ± 83 oproti 113 ± 126) i délku CNV. 

 

 

Obrázek 30: Typy somatických mutací se střední nebo vysokou závažností u pacientek 

s karcinomem ovaria, rozdělených dle histologického subtypu.  

Uvedeno 10 genů s nejvyššími počty mutací. Multi hit – více mutací u jedné pacientky najednou. 
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Pacientky s počtem somatických mutací vyšším než medián, a také ty s počtem 

vícenásobných CNV (3-4 a více kopií) nad medián, měly signifikantně delší OS. Podobně 

pak pacientky, u nichž byl nalezen podpis SBS6 (Obrázek 31).  

 

 

Obrázek 31: Přežívání pacientek rozdělených dle mediánu (vyšší/nižší) počtu somatických 

mutací (A), CNV (B a C) a přítomnosti mutačního podpisu SBS6 (D). 
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4.2.1.4. Asociace dráhy oprav DNA homologní rekombinací 

 

Specificky jsme se zaměřili na 16 genů z dráhy HRR, která je klíčová pro OVC. 

V tomto případě jsme analyzovali i zárodečné mutace. Pacientky se zárodečnými a/nebo 

somatickými variantami v těchto genech byly signifikantně častěji senzitivní na deriváty 

platiny (Tabulka 7). Takto mutované pacientky měly rovněž delší OS (Obrázek 32). 

 

Tabulka 7: Rozdílné počty mutovaných pacientek senzitivních nebo rezistentních na léčbu 

platinovými deriváty 

 Odpověď na platinové deriváty p-hodnota rozdílu 

Pacientky dle mutací v HRR Rezistentní Senzitivní  

Somaticky mutované 0 7 
0,033 

Bez somatické mutace 20 23 

Zárodečně mutované 2 12 
0,026 

Bez zárodečně mutace 18 18 

Zárodečně nebo somaticky mutované 2 17 
0,001 

Bez zárodečně nebo somatické mutace 18 13 

 

 

Obrázek 32: Přežívání pacientek rozdělených dle mutovanosti (zárodečné + somatické 

varianty) genů dráhy opravy DNA homologní rekombinací (HRR). 
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4.2.2. Studie vybraných genů pomocí panelového sekvenování 

 

Na předchozí pilotní studii jsme navázali studií na 48 pacientkách s OVC (opět páry 

vzorků nádor-krev), obdobně rozdělených na platinově senzitivní (n=26) a rezistentní (n=22) 

pacientky, a s použitím téměř identické metodologie jako u celoexomové studie (viz 

příslušné kapitoly). Celkem šest pacientek bylo společných pro obě studie. Zásadní rozdíl 

byl v tom, že bylo použito panelové sekvenování 144 genů s vysokým pokrytím a byly 

analyzovány jak somatické varianty, tak varianty zárodečné, a to aktualizovaným 

bioinformatickým protokolem vycházejícím z předchozí studie na pacientkách s 

karcinomem prsu (kapitoly 3.3.2.1 a 4.1.2). Geny do panelu byly vybrány jako potenciálně 

důležité pro etiologii, prognostiku a predikci odpovědi na léčbu u OVC, a to na základě 

rešerše v literatuře, databázích a výsledků předchozích studií na pracovišti (Seborova et al. 

2019; Elsnerova et al. 2016; Brynychova et al. 2016; Ehrlichova et al. 2013). Cílem studie 

bylo porovnat somatické a zárodečné profily pacientek celkově i v závislosti na rezistenci, 

poskytnout detailnější pohled na vybrané geny oproti celoexomovému přístupu a srovnat 

získané výsledky s těmi z předchozí studie a z veřejně dostupných databází. Příloha V 

obsahuje tabulku pacientek a výčet studovaných genů. Analýzy nebyly v době odevzdání 

disertační práce dokončeny, budou zde proto pouze uvedeny základní charakteristiky 

somatické variability a srovnání mutací v TP53 s daty z jiných studií. 

Hloubka pokrytí cíleného panelu (1,3 Mb) byla průměrně 164 ± 67 pro DNA z krve 

(medián 154, mediánově 94 % pokryto alespoň 50x) a 537 ± 120 pro DNA z nádoru (medián 

537, mediánově 80 % pokryto alespoň 150x). Bylo nalezeno 494 somatických variant, z nich 

111 se střední závažností a 50 se závažností vysokou (Obrázek 33A, str. 79). Nejvíce 

mutovaný vzorek měl 22 variant a nejméně mutovaný pouze dvě varianty (medián 9, 

Obrázek 33B, str. 79). Zdaleka nejčastěji mutovaným genem byl TP53, u něhož byla drtivá 

většina variant střední a vysoké závažnosti (Obrázek 33C, str. 79). 
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Obrázek 33: Distribuce somatických variant v panelovém sekvenování 144 genů u 

pacientek s karcinomem ovarií.  

(A) počet variant dle jejich klasifikace (logaritmická stupnice). (B) počet variant na vzorek. (C) deset 

nejmutovanějších genů. Barvy obrázků B a C odpovídají barvám kategorií v obrázku A. 

 

Při srovnání somatických mutačních profilů mezi touto studií a studií 

celoexomového sekvenování, pro sledovaných 144 genů, byl na první pohled patrný vyšší 

počet mutací ovlivňujících sestřih mRNA („Splice_Site“, varianta se závažným dopadem 

produkt) genu TP53 v datech z panelového sekvenování (8 ze 48 pacientek oproti 1 z 50 

pacientek u celoexomového sekvenování). Žádná z těchto variant se ale nenacházela u šesti 

pacientek sdílených oběma studiemi, takže nebylo možné přímé srovnání spolehlivosti jejich 

detekce oběma metodami. Oba soubory byly dále redukovány na pacientky se subtypem 

HGSC (n=47 pro panelové sekvenování a n=35 pro celoexomové) a mutace v TP53 byly 

srovnány s těmi v 1209 vzorcích primárních nádorů typu HGSC z projektu GENIE 13.0 

(AACR Project GENIE Consortium 2017), vycházející z klinicky rutinně používaných 

panelů v předních světových onkologických centrech, která byla získána redukcí souboru 

více než 148 tis. vzorků nádorů různého původu (Obrázky 34A a 34B, str. 80). Výsledná 

data pro TP53 vycházela z 36 panelů, přičemž pro každý bylo ověřeno, že obsahuje TP53 a 
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data jsou proto srovnatelná. Zatímco v HGSC vzorcích naší kohorty neslo variantu v místě 

sestřihu 8 ze 47 pacientek (17,0 %), v kohortě celoexomového sekvenování to byly 2 

pacientky z 35 (5,7 %) a v kohortě GENIE to bylo 88 pacientek z 1209 (7,3 %), což je 

statisticky signifikantně méně (P=0,023; Fisherův exaktní test). Ačkoli varianty 

v sestřihových místech v genu TP53 se v souboru GENIE nacházely na první pohled 

v podobných místech (Obrázek 34C), detailnější pohled ukázal, že pouze čtyři z osmi 

mutací v našem souboru našly svůj protějšek ve zcela stejném místě v sekvenci, přičemž jen 

v jednom případu šlo o zcela stejnou mutaci.  

 

Obrázek 34:  Srovnání středně a vysoce závažných somatických variant v genu TP53 

v nádorech pacientek s karcinomem ovariíí subtypu HGSC.  

(A) Grafické zobrazení jednotlivých pacientek dle typu varianty. WES – celoexomové sekvenování z naší 

předchozí studie (Hlaváč et al. 2022). (B) sloupcové zobrazení relativního podílu typů variant na celkovém 

počtu mutovaných pacientek. (C) topologie proteinu TP53 s vyznačením polohy a počtu variant v naší studii 

(nahoře) a v souboru GENIE (dole). Zdroj externích dat: konsorcium GENIE (AACR Project GENIE 

Consortium 2017).
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4.3. Studie celoexomových mutačních profilů kolorektálních 

karcinomů a jejich synchronních jaterních metastáz 

 

Postupy celoexomové sekvenace a vyhodnocení dat, zavedené při řešení předchozí 

studie OVC, byly v rozšířené a optimalizované formě aplikovány v následující studii, jejímž 

cílem bylo komplexně porovnat mutační profily 20 pacientů s CRC, kteří byli 

diagnostikováni se synchronním postižením jaterními metastázami. V této studii jsme měli 

k dispozici unikátní soubor párových vzorků primárního nádoru a metastatických ložisek od 

stejných pacientů. Pro detailní klinické parametry pacientů viz článek (Příloha VI), 

publikovaný v časopise JCO Precision Oncology (Hlaváč et al. 2023). 

Vzorky tkáně pocházely z parafínových bloků (FFPE, z angl. „formalin-fixed 

paraffin-embedded“), které jsou běžnou metodou uchovávání tkání v klinickém prostředí, 

ale poskytují DNA relativně nízké kvality, což je třeba zohlednit při laboratorním a 

bioinformatickém zpracování i při interpretaci výsledků. 

Průměrná hloubka pokrytí u primárních nádorů a u metastáz byla 199 ± 126 (medián 

165), resp. 187 ± 105 (medián 136). V mediánu bylo alespoň 30krát pokryto 54 % (min. 5%-

max. 92%) bází v primárních nádorech a 45% (6%-85%) bází v metastázách. Vhledem 

k vysokému počtu falešně pozitivních nálezů, vyplývajícího z povahy vzorků tkáně, byla 

provedena velmi přísná filtrace variant na základě řady kvalitativních indikátorů (viz 

Příloha VI). Tímto filtrováním došlo k výraznému přiblížení absolutních počtů a zastoupení 

typů variant k referenčnímu validačnímu souboru TCGA-COADREAD. Rovněž klesla 

záporná korelace mezi kvalitou vstupní DNA vzorku a nalezenými počty variant na vzorek. 

Po filtraci bylo zachováno v průměru 207 ± 72 (medián 183) a 208 ± 53 (medián 210) variant 

na vzorek primárního nádoru, resp. metastázy.  

 

4.3.1. Komplexní srovnání primárních nádorů a metastáz 

 

Žádný vzorek nesplňoval kritéria pro vysoké TMB (10 variant na Mb) nebo 

mikrosatelitovou nestabilitu (MSI-H). Nejčastěji mutovanými geny bez ohledu na typ 

vzorku byly geny APC, TP53 a TTN. Porovnání počtů variant na vzorek a typů variant mezi 

primárními nádory a metastázami je na Obrázku 35A a 35B, str. 82. Patrný je zde zvýšený 

celkový počet variant u metastáz a taktéž zvýšený počet nonstop mutací a mutací 

v počátečním místě translace (obojí závažné varianty) u primárních nádorů. Srovnání deseti 

nejmutovanějších genů mezi primárními nádory a metastázami je na Obrázku 35C, str. 82. 
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Obrázek 35: Srovnání počtů variant na vzorek mezi primárními nádory a metastázami. Vlevo 

– primární nádory, Vpravo – synchronní jaterní metastázy. (A) počet variant na vzorek. (B) celkový počet 

variant dle typu. (C) deset nejmutovanějších genů. Osa x – počet mutací v kohortě (n =20). Pro každý gen 

uvedeno procento mutovaných pacientů v kohortě 

 

Po odfiltrování 20 genů, které jsou v nádorech často mutované, ale je u nich velmi 

nepravděpodobné, že by mohly mít klinický dopad (tzv. „frequently mutated genes in 

cancer“, FLAGS (Shyr et al. 2014)), zůstaly jako nejmutovanější APC, TP53, TRIP11, 

MUC5AC, MUC3A, a FAM186A v primárních nádorech a APC, TP53, MUC5AC, FAT4 a 

KRAS v metastázách (Obrázek 35C). Zejména gen TRIP11 (Obrázek 36, str. 83) vykazoval 

výrazně vyšší mutovanost u primárních nádorů (30 %) oproti metastázám (5 %), ačkoli 
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statisticky významný tento výsledek nebyl (p=0,091), patrně kvůli příliš nízkému počtu 

pacientů ve studii. 

 

 

Obrázek 36: Topologie somatických mutací v genu TRIP11 ve srovnání primárních nádorů 

(nahoře) a jejich synchronních jaterních metastáz (dole).  

 

Většina variant v genu APC byla vysoké závažnosti (nonsense nebo frameshift), ale 

nacházela se mimo funkční domény, zatímco varianty v TP53 byly zdaleka nejčastěji typu 

missense a nacházely se v doménách genu. U genu KRAS bylo pozoruhodné, že dva pacienti 

měli mutaci typu G12V v metastázách, ta však chyběla v jejich primárních nádorech. U 

jednoho pacienta byly nalezeny varianty G12C a G13D v obou typech tkání (topologie 

těchto genů v Příloze VI). 

Analýza rozdílů v mutovanosti drah ukázala nesignifikantně vyšší počet variant 

v dráhách RTK-RAS a Hippo, a nesignifikantně nižší počet v dráze WNT v metastázách 

oproti primárním nádorům. V primárních nádorech dále kosegregovaly varianty v DNAH11 

s variantami v ZFC3H1 a varianty v BAZB1 s těmi v MUC17. V metastázách to pak platilo 

pro varianty v genech ADGRL3 a NPIPB11. 

Analýza mutačních podpisů byla provedena jako exploratorní, tj. bylo hledáno všech 

72 podpisů evidovaných v databázi COSMIC (SBS podpisy v3.1, Obrázek 37A, str. 84). 

Relativní zastoupení dvanácti dominantních podpisů v obou typech tkání je uvedeno 

v Obrázku 37B, str. 84. 
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Obrázek 37: Spektrum mutačních podpisů ve vzorcích primárních nádorů a synchronních 

jaterních metastáz. (A) Osa x – 72 SBS podpisů COSMIC v3.1 (Tate et al. 2019). Osa y – názvy vzorků. (B) 

Relativní zastoupení 12 nejdominantnější podpisů v každém vzorku. Vzorky označené „P“ = primární nádor. 

Vzorky označené „M“ = příslušná metastáza. 

 

V metastázách bylo zvýšené procento podpisu SBS17a a SBS28, a snížené procento 

SBS55, ale výsledky nebyly signifikantní po FDR korekci. Pro primární nádory i metastázy 

byla nalezena řada exkluzivních podpisů, ale žádný nebyl nalezen u více než tří pacientů. 
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Silná korelace byla nalezena pro podpisy SBS1-7b a 17a-86  u primárních nádorů, a 7b-13, 

7c-60, 17a-16 a 17b-86 u metastáz. Identickým postupem byla provedena validace v datech 

kohorty TCGA-COADREAD, která ukázala celkově vysokou podobnost spekter podpisů 

mezi kohortami (ilustrováno na Obrázku 38). 

 

 

Obrázek 38: Orientační srovnání prevalence jednotlivých mutačních podpisů v naší kohortě 

a kohortě TCGA-COADREAD (n=377). 

 

Analýza CNV ukázala větší rozdíly ve ztrátách kopií než v jejich ziscích (Obrázek 

39, str. 86). Ztráty kopií genů byly v metastázách častější na chromozomech 1, 10 a 16 a 

méně časté na chromozomech 6, 7, 11, 12, 14, 17, 18 a 19. Naopak zisky kopií u metastáz 

byly častější na chromozomech 7, 10, 15 a 18, a méně časté na chromozomech 1, 8 a 12. 

Mezi primárními nádory a metastázami se výrazně nelišila ani frekvence CNV, ani jejich 

velikost. 
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Obrázek 39: Varianty v počtech kopií u primárních nádorů (A) a synchronních jaterních 

metastáz (B) napříč exomem.  

Červeně – zisky kopií. Modře – ztráty kopií. 

 

4.3.2. Srovnání dle odpovědi na léčbu a délky přežívání pacientek 

 

Druhotným cílem studie bylo porovnat genetické profily pacientů resistentních a 

senzitivních na předoperační systémovou léčbu. Srovnali jsme TMB, varianty v jednotlivých 

genech a dráhách (Příloha VI), aktivitu SBS mutačních podpisů, a parametry CNV, a to 

v primárních nádorech i metastázách. TMB špatně odpovídajích nádorů bylo nesignifikantně 

nižší v primárních nádorech (134 vs 154, P>0.05), ale rozdíl se zmenšil u metastáz (158 vs 

161). Srovnání TMB primárních nádorů s validačním souborem TCGA-COADREAD 

(n=377) ukázalo srovnatelnou úroveň TMB a nebyl pozorován rozdíl dle odpovědi na léčbu. 

Ve špatně odpovídajících nádorech byl nalezen zvýšený výskyt protein modifikujících 
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mutací v dráze TRAIL u primárních nádorů, a nižší výskyt mutací v genu MUC3A. 

Distribuce, velikost nebo počet CNV se nelišil mezi skupinami pacientů rozdělených dle 

odpovědi na léčbu. 

Všechny předchozí analýzy byly rovněž provedeny pro dělení pacientů dle odpovědi 

na paliativní léčbu po relapsu onemocnění, kde je ale třeba zdůraznit, že se jednalo o ještě 

nižší počty pacientů, takže klasické statistické srovnávání nebylo zpravidla smysluplné. 

Metastázy pacientů s dobrou léčebnou odpovědí nesly funkční mutace v genu APC, a byly 

pozorovány malé rozdíly u řady dalších genů (Příloha VI). U mutačních podpisů a CNV 

nalezeny významné rozdíly nebyly. 

Nakonec byly srovnány délky přežívání (přežívání bez relapsu, RFS; OS) u skupin 

definovaných dle TMB, somatických variant a CNV v jednotlivých genech, řadě drah a 

mutačních podpisech v primárním nádoru. Ačkoli byla nalezena řada signifikantních rozdílů 

v přežívání, následná validace v souboru TCGA většinu z nich nepotvrdila (Příloha VI). 

Asociace mutací v genu KRAS v primárních nádorech s horším přežíváním (RFS – Obrázek 

40A, str. 88,, OS – Obrázek 40B, str. 88) byla v TCGA potvrzena, ale pouze pro PFI (angl. 

„progression-free interval“, délka intervalu bez progrese, Obrázek 40C, str. 88). 

  



88 

 

 

 

Obrázek 40: Přežívání pacientů na základě přítomnosti variant se střední nebo vysokou 

závažností v genu KRAS v primárním nádoru. (A) délka přežití bez relapsu (RFS). (B) celková délka 

přežití (OS). (C) délka přežití bez progrese (PFI) ve validační kohortě TCGA-COADREAD. 

 

Obdobně byly posouzeny vzorky metastáz, u nichž ale nebyla možná validace 

v TCGA souboru v důsledku nedostupnosti nebo neúplnosti dat z metastatických vzorků. 

Nalezeny byly vztahy mutací v metastázách (ale ne v primárních nádorech) pro geny 

MUC5AC (kratší RFS i OS, Obrázky 41A a 41B, str. 89), DNAH11 (kratší OS, Obrázek 

41C, str. 89) a ATM (kratší RFS, Obrázek 41D, str. 89). Podobný, i když výrazně slabší 

vztah mutací v ATM a RFS byl v naší kohortě nalezen i pro primární nádory (P=0,018, 

P=0,138 po FDR korekci), už ale ne pro primární nádory v kohortě TCGA pacientů.  
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Obrázek 41: Přežívání pacientů rozdělených na základě přítomnosti variant se střední nebo 

vysokou závažností v synchronních jaterních metastázách. (A) délka přežití bez relapsu (RFS), gen 

MUC5AC. (B) celková délka přežití (OS), gen MUC5AC. (C) RFS, gen DNAH11. (D) OS, gen ATM.
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5. Diskuze 

 

Jak je patrné z našich výsledků a z dostupné literatury, moderní metody genomické 

analýzy umožňují odhalit souvislosti s prognózou a predikcí účinnosti terapie a jeví se jako 

cenný nástroj terciární a kvartérní prevence nádorových onemocnění. Zejména zavedení 

rutinního klinického testování klíčových variant v kombinaci s expresními profily s jasným 

významem pro prognostiku a predikci léčebných výstupů by mohlo přinést zásadní 

zefektivnění terapie a minimalizaci nadměrné či zbytečné medikace v souladu s konceptem 

personalizované medicíny, přinášející významný sociálně-ekonomický benefit.  

 

5.1. Role a interakce genů oxysterolové signalizace u karcinomu prsu 

 

Ve dvou studiích byla ve vzorcích od pacientek s ER pozitivním luminálním 

subtypem karcinomu prsu postupně prozkoumána zárodečná a somatická variabilita ve 

113 genech oxysterolových drah, jejich exprese mRNA a jejich potenciální interakce 

s miRNA na celotranskriptomové úrovni. V první studii bylo dosaženo pro tyto geny 

bezprecedentně robustního a detailního sekvenování a zmapování genetické variability, 

v druhé studii pak rozšíření této informace propojením s daty z mRNA sekvenování a měření 

exprese miRNA na mikročipech. Výsledky byly analyzovány v kombinaci s klinickými daty 

s cílem odhalit role oxysterolových genů v karcinomu prsu, jejich interackce, a kandidátní 

biomarkery pro predikci a prognostiku, tj. pro terciární prevenci. 

Výsledkem první studie (Holý et al. 2022) bylo 15 zárodečných variant, které různým 

způsobem asociovaly s přežíváním pacientek. Nutno ale podotknout, že žádný z těchto 

výsledků neobstál po korekci na mnohočetné testování. Konkrétní nalezené varianty nepatří 

mezi často citované v kontextu nádorových onemocnění (pro stručnou diskuzi literatury viz 

Příloha II – suplementární text) a vyskytují se z většiny v netranslatovaných oblastech 

(UTR, angl. „untranslated region“) a intronech, nebo jsou synonymní, takže jejich dopad na 

protein je přinejmenším nejasný. Validace by vyžadovala studie o velmi vysokém počtu 

pacientek, jelikož varianty nebyly v souboru hojně zastoupeny. Zároveň by taková studie 

vyžadovala buď spolehlivou komplementární metodu k našemu panelovému NGS, jako 

např. PCR genotyping nebo Sangerovo sekvenování, nebo použití obdobného přístupu jako 

v naší studii, přičemž obě možnosti by s sebou nesly nemalé náklady s malou šancí na 

úspěch. Vzhledem v těmto důvodům bylo od následné validace těchto variant upuštěno. 

Pro somatické varianty se zaprvé potvrdil známý fakt, že oxysterolové geny nepatří 

mezi často mutované v nádorech. Druhým důvodem pro nízké počty nalezených variant byl 

záměrný výběr vzorků do studie tak (maximálně stádium II), aby výsledky nebyly zahlceny 
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příliš velkou mutační zátěží, kterou by s sebou přinesly vzorky nádorů v pokročilejším 

stádiu. V tomto případě tedy nebylo možné analyzovat asociace jednotlivých variant, jelikož 

ty byly zřídka sdílené více pacientkami zároveň. Dle očekávání počet nalezených mutací na 

gen zhruba odpovídal relativní délce jednotlivých genů. Analýza tedy byla provedena na 

základě mutovanosti jednotlivých genů nebo skupin genů, a to jak pro pouze kódující 

varianty, tak pro všechny typy variant. Nápadná přítomnost dvou hypermutovaných vzorků 

v kohortě (n=99), dosahujících několikanásobně vyšších počtů mutací než medián, ukázala 

na nutnost provádění analýz jak s těmito vzorky, tak bez nich. Vyšší mutační zátěž obecně 

korelovala s horším přežíváním pacientek, což by odpovídalo tomu, že pokročilejší nádory 

jsou zpravidla více mutované. Zajímavá byla skupina 20 genů námi označená jako „PR set“ 

(Obrázek 17C, str. 61), které byly výrazně mutovanější než zbytek panelu, a byl zde 

signifikantní rozdíl mezi PR pozitivními (méně mutací) a negativními (více mutací) 

pacientkami (Obrázek 18, str. 62). Tento rozdíl se zároveň odrážel i v délce přežívání, která 

byla kratší pro pacientky s mutacemi v PR setu (Obrázky 17A a 17B, str. 61) oproti 

nemutovaným, a to výrazněji než by odpovídalo celkovému trendu. V literatuře dosud tato 

skupina genů nebyla spojována se stavem PR nebo s přežíváním pacientek s karcinomem 

prsu. Další asociace s kratším přežíváním byly pozorovány pro mutace v CYP46A1 a devíti 

funkčně souvisejících genech (STRING-CYP46A1). Tento gen kóduje enzym podílející se 

na syntéze mimo jiné 24-HC v neuronech, kde je téměř exkluzivně exprimován. Proto byl 

dosud spojován s nádory zejména v mozku (Han et al. 2020). V jedné studii produkce 24-

HC in vitro potenciálně podporovala angiogenezi pankreatických neuroendokrinních 

nádorových buněk (Soncini et al. 2016). 27-HC je v buňkách nádorů prsu prokázaným 

stimulantem růstu skrze dva různé efekty na ER a LXR (Nelson et al. 2013). Strukturně 

podobný 24-HC by tedy teoreticky mohl mít podobný účinek. Již je známo, že 24-HC dokáže 

rovněž aktivovat LXR (Lehmann et al. 1997; Okabe et al. 2013; Jakobsson et al. 2012; 

Shafaati et al. 2011), a také, že se běžně nachází v relativně vysokých koncentracích 

v plazmě (van Reyk et al. 2006). Mutace několika dalších genů asociovaly s horším 

přežíváním, ale tyto výsledky byly založeny na nízkých počtech pozorování a na rozdíl od 

CYP46A1 byly jen slabě signifikantní po FDR korekci (pro detaily viz Příloha II). 

V následující studii (Příloha III) jsme se zaměřili na sledování exprese mutovaných 

a nemutovaných oxysterolových genů a propojili tuto informaci s expresí více než 2000 

miRNA. V rámci studie byly provedeny i samostatné analýzy exprese mRNA a miRNA 

s klinickými daty. Pacientky s mutacemi v CYP46A1 a STRING-CYP46A1 z předchozí 

studie, které měly signifikantně kratší délku přežití, byly zde zároveň těmi, které měly 

zároveň nejvíce diferenciálně mutovaných oxysterolových genů ze všech našich analýz. 

Konkrétně pro EBP, PPARGC1B a DHCR7 bylo zvýšení exprese nejmarkantnější. V této 

studii jsme tedy lépe charakterizovali tuto špatně přežívající skupinu, ale můžeme jen 

spekulovat, jaké faktory stojí za její špatnou prognózou. STARD5 byl dalším výrazně více 
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exprimovaným genem, a to u pacientek s postižením lymfatických uzlin oproti těm bez 

postižení. Jde o klíčový gen pro regulaci homeostázy cholesterolu, zejména v játrech 

(Rodriguez-Agudo et al. 2019). V jaterních nádorech pak byla jeho vysoká exprese 

asociována s lepší prognózou a nižším grade nádoru (Liu et al. 2022), což je zdánlivě opačný 

jev než v naší studii, i když pochopitelně tyto výsledky nejsou přímo srovnatelné. Bohužel 

více o tomto genu v onkologickém kontextu není známo, i když v blízké budoucnosti se 

možná stane častějším předmětem zájmu (Rodriguez-Agudo et al. 2019). Za vedlejší 

výsledek pak lze považovat nález asociace vysoké exprese miRNA miR-19b-3p s kratším 

přežíváním pacientek (DFS), která byla v jiných formách (OS a DSS) na hranici signifikance 

nalezena i ve validačních kohortách TCGA. Tato miRNA je součástí rodiny miR-19 a je 

exprimována v rámci dvou paralogních klastrů – miR-17-92 a miR-106b-25. Právě miR-17-

92 je vysoce exprimován v mnoha typech nádorů (Zhao et al. 2022) a rodina miR-19 je 

onkogenním aktivátorem jeho exprese (Olive et al. 2009). V nádorech prsu pak byla exprese 

miR-19b-3p navržena jako prognostický biomarker (Li et al. 2018b), jedná se ale o jedinou 

takovou studii, přičemž neposkytuje specifické informace pro jednotlivé subtypy 

onemocnění.  

Hlavním přínosem multiomické studie ale bylo zmapování mRNA-miRNA interakcí 

oxysterolových genů pomocí korelačních sítí (Obrázek 21, str. 66). Tento přístup nebyl do 

té doby v oblasti oxysterolů použit. Nejnápadnějšími geny v této síti byly CH25H (většinou 

pozitivní korelace s miRNA) a ESR1 (většinou negativní korelace). Tyto geny byly vysoce 

signifikantně (p<0,01 po FDR korekci) propojeny skrz miR-100-5p, miR-125b-5p a miR-

199b-5p a dále pak skrze miR-130a-3p, miR-143-3p, miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-

376a-3p a miR-376c-3p. Tyto miRNA zároveň odpovídají nejsilněji koexprimované skupině 

miRNA (Obrázek 20, str. 64). Všechny tyto korelace byly zároveň nalezeny i ve validačních 

datech a řada z nich i v databázích. Důležitost ERα (gen ESR1) pro nádory prsu je nesporná 

(Brufsky a Dickler 2018) a s oxysteroly je spojován zejména díky 27-HC, který se může 

chovat jako SERM (Umetani et al. 2007). CH25H kóduje enzym 25-hydroxylázu, 

zodpovědnou za produkci důležitého signalizačního oxysterolu, 25-HC, z cholesterolu (Cao 

et al. 2020). Jedním z receptorů vázajících 25-HC je i ERα, jehož aktivace tímto oxysterolem 

podporuje růst prsních a ovariálních nádorových buněk in vitro (Lappano et al. 2011). Naše 

výsledky naznačují, že funkční vazba 25-hydroxylázy na ERα by mohla být zprostředkována 

nejen 25-HC, ale i epigeneticky skrze miRNA. Dalším genem silně negativně korelovaným 

s CH25H skrze některé z těchto miRNA byl INSIG1, důležitý regulátor cholesterolové 

homeostázy. I u něj byla dříve prokázána modulace vazbou 25-HC (Ouyang et al. 2020). 

Posledním genem, který je třeba zmínit, je ABCA9, membránový transportér lipidů, jehož 

exprese byla negativně korelována s ESR1 a INSIG1 skrze miR-99a-5p a miR-125b-5p. 

MiR-99a-5b, miR-125b-5p a miR-100-5p jsou součástí dvou známých klastrů – miR-

100/let-7a/miR-125b-1 a miR-99a/let-7c/miR-125b-2, jehož nízká exprese byla asociována 
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s kratším OS u pacientek s luminálním A subtypem nádoru (Søkilde et al. 2019). Tento 

výsledek jsme se pokusili validovat i v naší subkohortě (26 pacientek) a pozorovali jsme 

náznaky této asociace s OS i DFS, které ale vzhledem k nízkému počtu pozorování nenabyly 

statistické signifikance. MiR-99a-5p, miR-100-5p, miR-125b-5p, miR-130a-3p a miR-376c-

3p byly dříve navrženy jako biomarkery karcinomu prsu v krvi (Wang et al. 2023; Huo et 

al. 2016). Osa interakcí CH25H-ESR1-INSIG1, popř. i ABCA9, skrze všechny zmíněné 

miRNA (Obrázek 42), se ukázala jako velmi zajímavý výsledek, zasluhující další výzkum. 

 

 

Obrázek 42: Interakční síť genů INSIG1, ESR1, CH25H a ABCA9.  

Přerušovaná čára – negativní korelace. Plná čára – pozitivní korelace. Tmavě modrá čára – validováno v obou 

TCGA kohortách. Světle modrá čára – validováno v jedné kohortě TCGA. Šedá čára – nevalidováno ani 

v jedné kohortě TCGA. 

 

Největší limitací obou studií byly zaprvé nízké počty pacientek v jednotlivých 

analýzách podskupin, což bylo ještě prohloubeno nedokonalým překryvem kohort ve druhé 

studii (67 pro mRNA, 123 pro miRNA, 56 pro mRNA-miRNA, atd., Obrázek 19, str. 63). 

Na druhou stranu korelační vztahy, které byly hlavním cílem druhé studie, byly ve velkém 

procentu úspěšně validovány ve větších souborech pacientek a/nebo v databázích. Další 

limitace vychází ze samostatné podstaty analýzy. Na základě korelací nelze potvrdit nebo 

vyvrátit funkční vztah, ale pouze poskytnout hypotézy a vodítka pro další studie, tentokrát 

experimentální a specificky zaměřené na jednotlivé vztahy. Třetí limitací je pak 

charakteristika pacientek vybraných do studií, kdy se jednalo exkluzivně o české pacientky 
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s ER pozitivním luminálním karcinomem prsu v nízkém stádiu; šlo tedy o vysoce homogenní 

skupinu jak klinicky, tak etnicky. Výsledky proto nelze zobecňovat na jinou populaci (kromě 

těch validovaných na jiných souborech). Na druhou stranu vysoká homogenita souboru 

snižuje šanci tzv. „confounderů“, tj. vedlejších faktorů zkreslujících nalezené závislosti nebo 

způsobujících falešně pozitivní výsledky. 

 

5.2. Studie celoexomových mutačních profilů a vybraných genů u 

pacientek s karcinomy ovarií s rozdílnou odpovědí na léčbu 

platinovými deriváty 

 

Epiteliální OVC je chorobou se špatnou prognózou a navzdory pokrokům 

v molekulární klasifikaci stále chybí spolehlivé biomarkery pro prognostiku a predikci 

odpovědi na léčbu. V naší studii (Hlaváč et al. 2022, Příloha IV) jsme měli za cíl porovnat 

mutační profily pacientek rezistentních a senzitivních na léčbu platinovými deriváty, a to 

komplexním způsobem na celoexomové úrovni, a zároveň poskytnout tato data vědecké 

veřejnosti jako odrazový můstek pro další výzkum. Kromě dělení dle odpovědi na léčbu byly 

analyzovány i role histologického subtypu a dalších klinických parametrů, včetně délky 

přežívání pacientek. 

Rezistentní pacientky měly významně vyšší počet mutací v genu TP53 než pacientky 

senzitivní (Obrázek 27, str. 73, a Obrázek 28, str. 74). Tento jev byl patrný i při srovnání 

celé dráhy p53 (Obrázek 29, str. 74), ale to téměř zcela kvůli samotnému TP53, který v 

mutovanosti jasně dominoval v celé dráze. Pacientky s mutací měly riziko rezistence (OR) 

pro rezistenci téměř osmkrát vyšší než nemutované a rezistentní pacientky měly zároveň 

častěji varianty s vysokou závažností (frameshift, nonsense). P53 (gen TP53) je asi 

nejznámější tumor supresor, zodpovědný za detekci poškození DNA a zastavení buněčného 

cyklu v přechodu G1-S. Pokud nemůže být DNA opravena, p53 se podílí na spuštění 

apoptózy. Zárodečné mutace v TP53 vedou k syndromu Li-Fraumeniho a somatické mutace 

stimulují karcinogenezi (Thomas et al. 2022). Mutovanost TP53 v našem souboru 

odpovídala validační kohortě TCGA-OV i dostupné literatuře (Ahmed et al. 2010; Patch et 

al. 2015). Jisté důkazy existují i pro schopnost mutační zátěže v TP53 predikovat 

chemorezistenci (Brachova et al. 2015). Inhibice dráhy P53 v epiteliálních ovariálních 

nádorech může vést k zvýšení účinnosti karboplatiny (Leijen et al. 2016) a tato dráha je 

v současnosti předmětem výzkumu nových cílených terapeutik (Zhang et al. 2022, s. 53). 

Dráha Hippo byla výrazně méně často mutovaná u rezistentních pacientek. 

V buňkách se podílí na proliferaci, apoptóze a obnově kmenových buněk. Její kinázová část 

má tumor supresivní účinky, zatímco její transkripční část stimuluje růst nádorů 

(Cunningham a Hansen 2022). Dalším diferenciálně mutovaným genem byl PABPC3, jehož 
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varianty zároveň kosegregovaly s těmi v PABPC1. Oba geny jsou obecně důležité v regulaci 

translace vazbou na poly(A) konce transkriptů (Xiang a Bartel 2021). PABPC3 patří mezi 

vysoce mutované geny v maligních ovariálních buňkách (Chen et al. 2021) a PABPC1 je 

potenciálním biomarkerem malignity epiteliálního OVC (Feng et al. 2021) a je evidován 

v databázi COSMIC jako oncodriver druhého stupně (Sondka et al. 2018). Dle našich 

výsledků mutace v těchto genech mohou asociovat s horší odpovědí na léčbu. 

TTN, MUC5B a další FLAGS geny (Shyr et al. 2014) byly v důsledku své délky a 

časté mutovanosti navrženy jako indikátory celkového TMB (Jia et al. 2019; Oh et al. 2020), 

který je prediktorem odpovědi na inhibitory imunitních checkpointů (Rizvi et al. 2018). 

V naší studii byly mutace v TP53 významně kosegregovány s těmi v TTN a MUC5B, ale jen 

u platina-senzitivních pacientek. Dále se potvrdila z literatury známá závislost prognózy na 

mutační zátěži (Chalmers et al. 2017), kdy pacientky s nadmediánovým počtem somatických 

variant nebo CNV měly signifikantně delší dobu OS, ačkoli epiteliální ovariální nádory 

obecně nepatří mezi nádory s častým výskytem vysokého TMB (Yang et al. 2018). Z našich 

dat proto můžeme usuzovat, že i v nádorech, které nesplňují typické parametry pro TMB 

(nejčastěji >20 nebo >10 mutací na Mb, definice mohou být různé), může mutační zátěž hrát 

prognostickou roli. 

Sekundární analýzy subtypů ukázaly, že pacientky se subtypem HGSC měly celkově 

výrazně vyšší mutační zátěž a vyšší počet mutací v TP53. Zároveň pacientky s mutací 

v dráze TP53 měly téměř 10krát vyšší šanci na subtyp HGSC než všechny ostatní subtypy 

dohromady. To je v souladu se současným povědomím o inaktivaci p53 typické pro HGSC 

(Harbin et al. 2022). Pacientky s HGSC ale měly zároveň méně mutací v PABPC1, ZNF717, 

RBMX, SLC9B1 a TFAM, přičemž s výjimkou PABPC1 v podstatě neexistuje literatura 

popisující jejich roli v ovariálních nádorech. 

Studie rovněž potvrdila prognostickou a prediktivní roli profilování genů HRR. 

Šestnáct genů HRR, které byly navrženy jako potenciální biomarkery vhodné do klinického 

testování (Norquist et al. 2018), byly i v naší studii prediktory odpovědi na léčbu 

platinovými deriváty a rovněž delšího OS (str. 77 – Tabulka 7, Obrázek 32). V tomto 

případě jsme do analýz zahrnuli jak somatické, tak zárodečné varianty, což není 

v obdobných studiích běžné (Norquist et al. 2018; de Witte et al. 2022). Zdaleka nejvíce 

zárodečných mutací se vyskytovalo v genech BRCA1 a BRCA2, zatímco varianty v ostatních 

genech byly výrazně méně četné nebo neexistující, což naznačuje, že panely HRR genů 

možná vyžadují přehodnocení před uvedením do praxe. 

Největší limitací studie je nízký počet pacientek v některých analýzách, obzvlášť ve 

srovnávání malých podskupin. To vychází z přísného výběru pacientek do studie a také 

velké finanční nákladnosti metody. Náklady navíc vzrostly z toho důvodu, že na rozdíl od 

většiny obdobných projektů jsme zvolili poměrně vysokou hloubku pokrytí, která nám ale 

poskytuje větší detailnost a robustnost výsledků, rozšiřuje možnosti v bioinformatické 
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analýze, a odlišuje tento projekt od veřejně dostupných dat získaných z velkého počtu 

pacientů, ale s nízkým pokrytím. Také jsme použili pouze vysoce kvalitní vzorky zamražené 

tkáně výhradně před zahájením léčby a před rekurencí, čímž studie také převyšuje běžný 

standard. Zvolené exomové sekvenování bohužel nedovoluje analýzu velkých strukturních 

variant a velkých CNV, ani nekódujících variant (drtivé většiny), na něž se v poslední době 

upíná stále více pozornosti (Ewing et al. 2021; Aganezov et al. 2020; Dietlein et al. 2022). 

Ekonomičtějším přístupem než celoexomové, popř. celogenomové sekvenování je 

zaměřené sekvenování genových panelů, vybraných na základě výsledků rozsáhlejších 

studií. To navíc umožňuje výrazně vyšší sekvenační pokrytí a tedy vyšší citlivost a 

spolehlivost, zásadní pro klinické využití. Na druhou stranu neumožňuje spolehlivé 

stanovení CNV a strukturních variant, ani mutačních podpisů (až na výjimky (Batalini et al. 

2022)), jejichž klinická relevance postupně roste. Pro detekci klinicky důležitých krátkých 

variant je ale panelové sekvenování velmi vhodné (Cheng et al. 2015).  

Pro další studii jsme zvolili panel 144 genů, které by na základě našich předchozích 

výsledků a dostupné literatury mohly mít relevanci pro odpověď pacientek s OVC na terapii 

platinovými deriváty. Tyto geny jsme osekvenovali s vysokým pokrytím u 48 pacientek 

rozdělených dle odpovědi na platinové deriváty. V této práci byly uvedeny pouze předběžné 

výsledky pro somatické varianty. Analýzy zárodečných variant a propojení s klinickými daty 

v době odevzdání disertační práce nebyly dokončeny a nejsou proto v této práci popsány. 

Data somatických mutací pro celý soubor byla porovnána s výsledky z předchozí 

studie, přičemž šest pacientek bylo shodných, což umožnilo přímé srovnání detekovaných 

variant u těchto pacientek. První výsledky demonstrují vyšší citlivost panelového 

sekvenování oproti celoexomovému, která umožnila zachytit více závažných somatických 

variant, konkrétně varianty v TP53 ovlivňující sestřih mRNA. Tyto varianty jsou 

potenciálně vysoce relevantní pro pacienta, ale při rozsáhlém sekvenování by 

pravděpodobně nebyly detekovány. Data pro HGSC pacientky byla porovnána se souborem 

konsorcia GENIE (n=1209), pocházejícím z klinického panelového sekvenování na 

desítkách pracovišť. Relativní počet sestřihových variant v TP53 v naší studii byl vyšší i 

oproti tomuto souboru. To mohlo být způsobeno náhodně zvýšeným výskytem těchto variant 

v naší poměrně malé kohortě (několik pacientek navíc oproti očekávání) nebo rozdílným 

pokrytím intronových úseků vzdálených 2 bp od hranic exonů, v nichž se tyto varianty z 

definice nacházejí. Celková četnost závažných nebo středně závažných variant TP53 ale byla 

u panelů téměř identická, a mírně vyšší než u celoexomových profilů (Obrázky 34A a 34B, 

str. 80). Zcela uspokojivé porovnání s daty z databáze TCGA, vycházející z dat 

celoexomového a celogenomového sekvenování, bohužel nebylo možné, jelikož TCGA 

neobsahuje jednoznačné informace o subtypech OVC, které jsou rozhodujícím faktorem pro 

frekvenci mutací v řadě genů, včetně TP53 (není možná spolehlivá redukce na HGSC 

subtyp). V kohortě TCGA-OV redukované pouze na serózní cystadenokarcinomy (n=397), 
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a tedy obsahující kromě HGSC i obecně méně mutované subtypy, je četnost středně a vysoce 

závažných variant v TP53 90% a podíl pacientek s variantou v sestřihovém místě je 9,3 % 

(Grossman et al. 2016), tedy vyšší než v kohortách studie celoexomového sekvenování a 

GENIE. To demonstruje rozdílnost výsledků při použití různých sekvenačních metod, 

bioinformatických postupů, nádorových vzorků a populací pacientek. 

 

5.3. Srovnání celoexomových mutačních profilů kolorektálních 

karcinomů a jejich synchronních jaterních metastáz 

 

V následující studii (Hlaváč et al. 2023, Příloha VI) jsme se zaměřili na srovnání 

párových vzorků primárních kolorektálních nádorů a jejich synchronních jaterních metastáz 

(dále jen „metastázy“) na celoexomové úrovni, ve spojení s informacemi o odpovědi 

pacientů na léčbu a délkou přežívání. Na rozdíl od primárních nádorů jsou metastázy málo 

prozkoumanými tkáněmi, ačkoli jejich chování je významným faktorem pro prognózu a 

terapii a jejich genomická charakterizace by mohla přinést nové biomarkery. 

Ačkoli nebyly nalezeny statisticky významné rozdíly v celkové mutační zátěži mezi 

primárními nádory a metastázami, byly pozorovány drobné rozdíly v počtech a v typech 

variant v jednotlivých genech nebo onkogenních dráhách (Obrázek 35, str. 82), které ale 

nemohly nabýt statistické signifikance vzhledem k omezenému počtu pacientů ve studii 

(n=20). Další rozdíly byly nalezeny u primárních nádorů špatně odpovídajících pacientů, 

které obsahovaly významně vyšší počet mutací TP53 s vysokou závažností než primární 

nádory dobře odpovídajících. To by mohlo znamenat, že tyto varianty jsou jednou z příčin 

rezistence a mohla by na ně být zaměřena cílená léčba (Zhang et al. 2022). Dále byla 

v primárních nádorech v naší skupině, stejně jako ve validačních datech získaných z projektů 

TCGA-COAD a TCGA-READ (Ellrott et al. 2018), potvrzena špatná prognóza (kratší DFS 

i OS) pacientů s mutovaným genem KRAS (Obrázek 40, str. 88). Potvrdili jsme tak výsledek 

jiné studie na 13101 pacientech (Ugai et al. 2023). Mutovanost KRAS v primárních nádorech 

v naší kohortě (15 %) byla menší než v jiné studii (40 %) (Serebriiskii et al. 2019), což je 

pravděpodobně způsobeno tím, že pacienti s mutací v KRAS mají obecně agresivnější nádor, 

horší prognózu a nižší pravděpodobnost resekce jaterních metastáz (Modest et al. 2016), což 

bylo klíčové kritérium pro zahrnutí do naší studie. Vyšší podíl KRAS-mutovaných pacientů 

byl ale v metastázách (25 %), což by mohlo znamenat horší efektivitu anti-EGFR léčby a 

léčby tyrosin kinázovými inhibitory u těch pacientů, kteří nebyli mutovaní v primárním 

nádoru, a ukazuje to na potenciální klinický přínos sekvenování metastáz. Jeden z pacientů 

měl mutaci KRAS-G12C v obou typech vzorků, a mohl by tak být kandidátem pro 

personalizovanou cílenou terapii (Schirripa et al. 2020). Největší rozdíl v mutovanosti mezi 

primárními nádory a metastázami byl v genu TRIP11 (Obrázek 36, str. 83), o kterém 
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v kontextu onkologie není mnoho známo, ale in silico analýza protein-proteinových 

interakcí nástrojem STRING (Szklarczyk et al. 2021) ukázala řadu vazeb na rodinu proteinů 

RAS, které jsou klíčové pro onkogenezi, prognózu i terapii CRC i jiných nádorů (Gimple a 

Wang 2019). TRIP11 by mohl, po důkladné validaci v dalších, především funkčních 

studiích, být novým kandidátním biomarkerem metastázování CRC. 

U metastáz byly mutace v některých genech, např. MUC5AC a DNAH11, 

signifikantně asociovány s kratším přežíváním pacientů, a v případě genu ATM to platilo pro 

oba typy vzorků (Obrázek 41, str. 89). Bohužel nebyla možná validace těchto výsledků 

ve veřejně dostupných datech (databáze SRA nebo předchozí publikace) z důvodů 

uvedených dále. 

Analýza variant s potenciálem pro cílenou léčbu u rezistentních pacientů ukázala, že 

pacienti se špatnou odpovědí na neoadjuvantní systémovou terapii měli celou řadu takových 

variant, např. v genech KRAS nebo TP53, v primárních nádorech. Jejich počet ale výrazně 

klesal u metastáz, což naznačuje, že zatímco indikace cílené léčby by mohla být smysluplná 

pro primární nádor, stejná léčba by pravděpodobně nebyla účinná u metastáz. Toto zjištění 

opět podtrhává smysl sekvenování metastáz pro klinickou praxi, ne jen samotných 

primárních nádorů. 

V této studii byl největší limitací nízký počet pacientů, vyplývající z obtížnosti 

získání kvalitně zdokumentovaných párových vzorků primárních nádorů a synchronních 

metastáz. Specificky byly do studie vybírány pouze synchronní metastázy, a metastázy 

metachronní nebyly zahrnuty, ze dvou důvodů. Za prvé, interval mezi odběrem vzorku 

primárního nádoru a metachronní metastázy je vysoce variabilní, na rozdíl od intervalu mezi 

odběrem primárního nádoru a synchronní metastázy, což by pochopitelně mohlo ovlivnit 

četnost mutací. Za druhé synchronní a metachronní metastázy se liší v prognóze i 

terapeutickém přístupu (Colloca et al. 2020). Metachronní metastázy znamenají lepší 

prognózu možná z toho důvodu, že jsou častěji diagnostikovány v pacientech s předchozím 

karcinomem v levé části tlustého střeva (Yamashita et al. 2018). Delší čas do progrese po 

adjuvantní terapii znamená, že opět roste heterogenita souboru z hlediska mutací. 

Adjuvantní terapie také ovlivňuje chování metachronních metastáz selekcí rezistentních 

klonů, a to opět heterogenně vzhledem k různým terapeutickým režimům. Synchronní a 

metachronní metastázy by proto měly být studovány odděleně, a studie by je měly jasně 

odlišovat, což se děje zcela výjimečně. To zároveň souvisí s druhou limitací, a tou je 

nemožnost validace v již dostupných datech vzhledem k tomu, že srovnatelná data 

jednoduše nejsou k dispozici. Je proto třeba nových studií na těchto vzácných vzorcích, 

s kvalitní charakterizací pacientů, včetně odlišení synchronních a metachronních metastáz. 

Poslední limitace opět vychází z charakteru vzorků, a to ta, že získat vysoce kvalitní čerstvě 

zmražené párové vzorky je prakticky neproveditelné, a jediná dostupná tkáň je uchována ve 

formě parafínových řezů (FFPE). To s sebou přináší komplikace jak při přípravě knihoven 
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k sekvenování, tak v bioinformatické analýze a interpretaci. DNA ze vzorků z FFPE má 

oproti DNA z čerstvě zmražené tkáně vždy výrazně nižší kvalitu, tj. je vysoce 

fragmentovaná, obsahuje tzv. cross-linky způsobené fixací ve formalínu (množství roste 

s dobou uchovávání), a také řadu chyb, zejména více přechodů C>T v důsledku deaminace 

cytosinu (Arreaza et al. 2016; McDonough et al. 2019; Williams et al. 1999; Mariani et al. 

2018). Počet nalezených variant může být až několikanásobný oproti použití vysoce kvalitní 

DNA. V bioinformatickém zpracování je potřeba tento aspekt zohlednit a data přísně 

filtrovat (vysoká alelická frekvence, nízká frekvence v populačních databázích variant jako 

gnomAD (Karczewski et al. 2020), a mnoho dalších) za účelem snížení počtu falešně 

pozitivních nálezů. To s sebou ale samozřejmě přináší výrazné snížení věrohodnosti 

výsledků a také zvýšení šance na odfiltrování skutečných pozitivních výsledků. Jedním 

z mála prostředků, jak zvýšit kvalitu dat získaných z FFPE vzorků, je proto použití velmi 

vysokého pokrytí, což jsme provedli v naší studii. Exomový přístup také neumožnil studium 

větších variant, podobně jako bylo diskutováno v kapitole 5.2. 
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6. Závěr 

Celkovým cílem této práce bylo přispět s použitím genomických metod, v čele 

s NGS, k poznatkům v oblastech vývoje biomarkerů pro predikci a prognostiku třech typů 

nádorů – karcinomu prsu, ovarií a kolorekta. Ačkoli u těchto typů nádorů v posledních 

dekádách došlo ke zlepšení efektivity a dostupnosti léčby, právě díky pokrokům 

v molekulární charakterizaci nádorů, stále zbývá dlouhá cesta k personalizované medicíně 

v plném smyslu slova, tj. terapii „šité na míru“ pacientovi. 

 

Cíle č. 1 a č. 2 – Studie karcinomu prsu 

V oblasti karcinomu prsu byla předmětem zájmu málo probádaná oblast oxysterolů 

a jejich vlivu, v našem případě spíše vlivu genů interagujících s oxysteroly, na luminální 

karcinom prsu a jeho prognózu. Byla odhalena asociace somatických mutací v genu 

CYP46A1, zodpovědného za produkci 24-HC, a ve skupině genů s ním funkčně 

souvisejících, s horší prognózou pacientek. Obdobná asociace byla sledována pro mutace ve 

skupině dvaceti genů, které zároveň asociovaly s expresí progesteronového receptoru.  

V navazující multiomické studii byla data rozšířena o data exprese těchto genů a 

exprese miRNA na celotranskriptomové úrovni, přičemž byla na základě korelací vytvořena 

interakční síť mRNA-miRNA, poprvé mapující potenciálně funkční vazby v oxysterolové 

signalizaci v karcinomu prsu. Jako nejzajímavější se jeví interakce v ose ESR1-CH25H-

INSIG1-ABCA9, propojené skrze miRNA miR-125b-5p, miR-99a-5p, miR-100-5p, miR-

143-3p, miR-199b-5p, miR-376a-3p a miR-376c-3p. Tyto výsledky poskytnou základ pro 

navazující funkční studie v této oblasti. Mutace v genu CYP46A1 byly kromě horšího 

přežívání asociovány rovněž s deregulací řady genů oxysterolové signalizace. Rovněž byly 

zmapovány samostatné vazby mRNA nebo miRNA na klinické parametry, např. byla 

potvrzena již známá asociace vysoké hladiny miR-19b-3p s kratším přežíváním. 

 

Cíl č.3 – Studie karcinomu ovarií 

Pro karcinom ovarií navzdory pokrokům v molekulární klasifikaci stále chybí 

biomarkery poměrně časté rezistence na široce používané deriváty platiny, která se bohužel 

překrývá s rezistencí na cílenou léčbu, např. PARPi. Provedli jsme proto komplexní srovnání 

celoexomových mutačních profilů mezi pacientkami senzitivními a rezistentními. Senzitivní 

pacientky měly signifikantně vyšší mutační zátěž v genu TP53 a zároveň nižší v několika 

genech dráhy Hippo. Mutovanost v genech dráhy opravy DNA homologní rekombinací 

umožnila predikovat senzitivu na léčbu, přičemž predikce byla výrazně zpřesněna, pokud 

byly započítány i mutace zárodečné. Dále byly ve studii zmapovány drobné rozdíly 

v celkové mutační zátěži, v mutačních podpisech a v mutovanosti genů PACBPC1, PABPC3 

a TFAM, mezi pacientkami dělenými dle rezistence, subtypu, nebo délky přežívání. 
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V navazující, zatím nedokončené studii pak byly pozorovány zajímavé rozdíly v detekci 

závažných somatických variant v místech sestřihu TP53 pomocí panelového sekvenování 

oproti sekvenování celoexomovému. Za zcela zásadní zjištění lze považovat doporučení již 

od začátku sledovat mutovanost genů dráhy homologní rekombinace nejen v nádorové tkáni, 

ale rovněž ve vzorcích krve pacientek. Podle našich dat kombinací zárodečné a somatické 

informace dochází k podstatnému zvýšení informativnosti molekulárních analýz s přímým 

důsledkem pro prognózu a udržovací léčbu pacientek. 

 

Cíl č. 4 – Studie karcinomu kolorekta a jeho metastáz 

Většina pozornosti se ve výzkumu karcinomu kolorekta upíná na primární nádory. 

Pro letalitu onemocnění jsou ale zásadní metastázy, jejichž genomická charakterizace je 

nedostatečná. Srovnali jsme proto celoexomové mutační profily poměrně vzácného souboru 

párů primárních CRC a jejich synchronních jaterních metastáz. Byla potvrzena známá 

asociace mutací v genu KRAS v primárních nádorech s kratší dobou do relapsu onemocnění. 

U metastáz byly negativními prognostickými faktory mutace v genech ATM, DNAH11 a 

MUC5AC a vyšší výskyt mutačního podpisu SBS24. Nízký počet pacientů ve studii a 

výjimečnost vzorků, nedovolující validaci ve veřejně dostupných datech, ale znamenají, že 

výsledky bude třeba ověřit v budoucích rozsáhlejších studiích. Žádný zkoumaný faktor 

neasocioval s rezistencí pacientů na chemoterapii. Naše cílené analýzy na homogenním a 

klinicky jasně definovaném souboru ale jasně ukazují na význam molekulární informace 

nejen z primárního onemocnění, ale i pokud možno ze všech rekurentních lézí, které jsou 

bezpečně dostupné pro možnou diagnostiku. Opět se ukazuje, že individualizace 

molekulárního testování přináší významnou přidanou hodnotu a umožňuje tak i skutečně 

individualizovanou terapii, kdy by každé linii onkologické léčby, podle našeho názoru, měla 

předcházet molekulární klasifikace onemocnění.  
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