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Pozn.:
Zkratky vSech gent v této praci jsou uvedeny dle standardizované nomenklatury Human
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Souhrn (Abstrakt)

Nédorova onemocnéni dnes predstavuji nejCastéj$i pfi€inu tumrti v ekonomicky
rozvinutych zemich, pficemz epidemiologické ukazatele setrvale rostou v méfitku
globdlnim. To je nasledkem piedevsim socioekonomického a demografického vyvoje,
zejména starnuti populace nebo zmén v Zivotnim stylu v nékterych populacich. Zaroven
s absolutni incidenci a mortalitou ale roste i prevalence probihajicich nadorovych
onemocnéni, predstavujici obrovskou spolecenskou a ekonomickou zatéz. Velka pozornost
védecké komunity se upind k onkologickému vyzkumu, pficemz nejvétSiho rozvoje
v posledni dob¢ doséhla zejména oblast molekularni genetiky. Diky modernim metodam
analyzy genomu, tzv. genomiky a jinych ,,omickych® disciplin, bylo odhaleno mnoho
biomarkert pro lepsi diagnostiku, prognostiku a u¢inngjs$i 1é¢bu se snizenym vyskytem
nezadoucich ucinkl. K realizaci mySlenky personalizované onkologie, tj. precizniho
terapeutického ptistupu ptizpisobeného na miru individualnimu pacientovi, ale jesté zbyva
dlouha cesta.

Tato prace se zabyva tiemi typy solidnich naddort. Za prvé karcinomem prsu, ktery
vykazuje nejvyssi svétovou incidenci u Zen, dokonce i celkové. DalSim je karcinom
kolorekta, ktery je svétové na druhém misté u Zen, resp. tfetim u muzd, a ktery je v CR
Castéjsi ve srovnadni se zbytkem svéta. Poslednim zkoumanym typem je karcinom ovarii,
ktery sice nepatii mezi nejcastéjSi nadory, ale jehoZz prognéza je velmi Spatna a lécba
problematicka, zejména v disledku castého vyskytu rezistence na chemoterapii. Cile této
prace zahrnuji molekularni charakterizaci pacientd se zminénymi nadory a jejich nadorové
tkan¢ za ucelem odhaleni novych genomickych biomarkerti s potencidlem pro zlepSeni
prognostiky nebo predikce odpovédi na 1écbu.

U karcinomu prsu byl pomoci masivné paralelniho sekvenovani DNA analyzovan
panel 113 gent, podilejicich se na oxysterolové signalizaci. Oxysteroly jsou pocetnou
skupinou oxidovanych derivati cholesterolu, pro néz byla dokdzana schopnost modulovat
chovani nadortli, zejm. karcinomu prsu, ale jejichZ role v nddorovych onemocnénich byly
z genomického hlediska dosud zcela neprobddané. Byla zjisténa asociace somatickych
variant (variant ziskanych nddorem) s kratSim piezivanim pacientek, a to v genu CYP46A1,
deviti funk¢né souvisejicich genech a panelu dvaceti geni individualné asociovanych
s expresi progesteronového receptoru. Tato studie pak byla rozsifena o data o expresi gent
oxysterolové signalizace (RNA sekvenovani) a miRNA na celotranskriptomové urovni
(mikro€ipy) a byla zpracovdna v multiomické integracni studii, jejimZ hlavnim vysledkem
byla interak¢ni sit’, komplexné mapujici korelace mezi mRNA oxysterolovych genl a
regulacnich miRNA. Zejména osa genti ESRI-CH25H-INSIGI-ABCA9 a sedm miRNA,

které je propojuji, jsou nadéjnym zdkladem pro budouci zaméfené funkéni studie.
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ProtoZe pro karcinom ovarii zatim neni znam biomarker rezistence na chemoterapii,
byla provedena studie srovnavajici celoexomové mutacni profily pacientek rezistentnich a
senzitivnich na derivaty platiny, ¢asto pouzivand chemoterapeutika. U senzitivnich
pacientek byla v nddorech nalezena signifikantné vys$i mutacni zaté¢z v genu TP53, ale
zéroven niz&i v nékolika genech signaliza¢ni drahy Hippo. Cetnost somatickych mutaci
v genech drahy oprav DNA homologni rekombinaci umoznila uspésnou predikci senzitivity
pacientek na 1€¢bu, pficemz kombinace somatickych a zarodecnych variant predikci jeste
zptesnila. Mens$i rozdily mezi pacientkami délenymi dle rezistence, subtypu onemocnéni
nebo délky ptezivani pak byly pozorovany v mife mutovanosti gent PABPCI, PABPC3 a
TFAM, v mutacnich podpisech a v celkové mutacni zatézi.

Komplexni porovnédni celoexomovych mutacnich profili bylo provedeno rovnéz u
unikatni skupiny parovych vzorkli primarnich karcinomti kolorekta a jejich synchronnich
jaternich metastaz. Metastazy jsou v literatufe oproti primarnim nadoriim podstatné méné
prostudované, ackoli jsou klicové pro letalitu onemocnéni. Byla potvrzena znamé asociace
mutaci v genu KRAS v primarnich nddorech s kratS$i dobou do relapsu, ale v metastazach
byly navic nalezeny potencialni negativni prognostické faktory v genech ATM, DNAH11 a
MUCS5AC, a v mutacnim podpisu SBS24.

Aplikaci genomickych metod byly v kohortach karcinomu prsu, ovarii a kolorekta
nalezeny mozné nové, popt. potvrzeny kandidatni, prognostické a prediktivni biomarkery

s potencialem zlepsit efektivitu terapie téchto onemocnéni.
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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 CYP46A41 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 ESRI-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 7P53 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 PABPCI, 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, DNAHI1 and
MUCS5AC 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. Uvod do problematiky a literarni piehled

1.1. Epidemiologie a prevence nadorovych onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejcastéjSich pri¢in umrti ve vétsing zemi svéta,
véetné CR, a to nejen u seniorni populace, ale i u populace mladsi 70 let (Sung et al. 2021;
Bray et al. 2021). Absolutni incidence a mortalita setrvale stoupaji zejména v disledku
starnuti populace a rostouci prevalence environmentalnich a socioekonomickych rizikovych
faktorti v fad¢ zemi (Sung et al. 2021). Nejnovejsi svétova data pochazi z roku 2020 (Sung
et al. 2021). Zdaleka nejcastéjSim naddorem u Zen je karcinom prsu, jehoz incidence je tak
vysoka, Ze je zaroveil nejcastéjSim karcinomem celkové. Prvnim u muzi je pak karcinom
plic (tfeti u zen, druhy celkove). Celkové tretim nejCastéjsSim je pak karcinom kolorekta
(druhy u zen, tfeti u muzil). Karcinomy plic a kolorekta zaroven piredstavuji prvni, resp.
druhé misto v celkové mortalité. Karcinomy prsu a prostaty maji navzdory své vysoké
incidenci relativné niz$i mortalitu vzhledem k ptiznivéjsi progndze (Gandaglia et al. 2021;
Arnold et al. 2022; Sung et al. 2021). Podrobné srovnani svétové incidence a mortality
jednotlivych typli nadord u zen a u muzii je na Obrazku 1. Aktudlni detailni
epidemiologickd data karcinomu prsu, ovaria a kolorekta ve svétovém i domacim métitku

jsou popsana v piislusnych kapitolach této prace.
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Obrazek 1: Podil jednotlivych typti nddorovych onemocnéni na svétové incidenci (vnéjsi

prstenec) a mortalité (vnitini prstenec), dle pohlavi.
Zdroj dat: GLOBOCAN 2020 (Sung et al. 2021).

Dtlezitym néstrojem pro sniZeni incidence a mortality onemocnéni, stejné¢ jako

kvality Zivota pacientli, a tim 1 neustale rostouci socioekonomické zatéze, je prevence
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(Kisling a M Das 2023). Pojmem primarni prevence obecné rozumime snizovani rizikovych
faktorti vzniku onemocnéni. V kontextu onkologie jde naptiklad o opatieni snizujici koufeni
a spotfebu alkoholu v populaci, vakcinaci pro hepatitidim a papilomavirim, nebo
kontinualni monitoring Zivotniho prostfedi a produktt z hlediska karcinogenity (Collatuzzo
a Boffetta 2023). Sekundarni prevence se zabyva brzkym zachytem onemocnéni v ¢asném
stadiu, a tedy s vyrazné lepsi progndzou, SirSimi moznostmi 1éCby, a s pacientem v lepSim
zdravotnim stavu. Hlavnim ndastrojem jsou zde pravidelnd vysSetieni praktickym nebo
specializovanym lékafem a screeningova vySetfeni (vice v dalSich kapitolach), a dale napt.
dispenzarizace jedinct se zvySenym rizikem vzniku nadoru na zékladé rodinné anamnézy
nebo genetického vysetfeni (Loomans-Kropp a Umar 2019). Cilem terciarni prevence je
snizit morbiditu a zvysit kvalitu Zivota pacienti béhem 1é¢by nebo v remisi, a to mimo jiné
rehabilitaci a psychologickou pomoci (Jacobsen a Andrykowski 2015; Kisling a M Das
2023). Cilem je také zachytit pfipadnou rekurenci onemocnéni co nejdiive, ¢imz se vyrazné
zvySuje Sance na vyléCeni. Zde jsou zdsadni pravidelné kontroly u onkologa a jinych
specialistli, a pokraCovani ve screeningovych vySetfenich i pivodné nepostizenych organti
(Vorlicek et al. 2009). Nakonec muzeme hovofit o prevenci kvartérni, tj. predvidani a
pfedchazeni dopadim 1écby. Existuje pfedevSim snaha o prevenci nedostatecné (tzv.
,undertreatment®) nebo naopak pfilis drastické (tzv. ,,overtreatment®), popf. jinak nevhodné
1écby, nebo upusténi od zbytecného testovani, predstavujiciho zatéZz pro pacienta i
zdravotnicky systém (Martins et al. 2018; Norman a Tesser 2019). V n¢kterych zdrojich je
kvartérni prevence zahrnuta do definice prevence terciarni (Blackburn 2010).

Vyzkum molekularnich biomarkerii se dotyka vSech zminénych oblasti prevence
nadorovych onemocnéni. Diky modernim technologiim studia lidského genomu méme
moznost dosahnout zna¢nych pokrokli zejména v prevenci terciarni a kvartérni skrze

koncept tzv. personalizované onkologie, tj. 1¢cby ,,8it€ na miru“ kazdému pacientovi.

1.2. Karcinom prsu

1.2.1. Diagnostika a klasifikace karcinomu prsu

Nadory prsu lze odhalit palpa¢né (rezistence v prsni tkani), popft. se projevuji bolesti
nebo vytokem z bradavky. Dtlezitou roli proto hraji rutinni samovySetieni pacientky a
klinick4 vySetteni v rdmci pravidelnych gynekologickych prohlidek, s ptipadnou indikaci
uspesné vyuzivany pro ploSny screening, dale pak sonografie, uzitecna zejména u mladsich
pacientek. V nékterych pifipadech méa smysl 1 pouziti pozitronové emisni tomografie

s pocitacovou tomografii nebo magnetickou rezonanci (PET CT/MR). Pii podezieni na
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nador musi nésledovat biopsie a komplexni histopatologické a molekularni vysetfeni (Danes
2021).

Nadory prsu jsou ve vétSiné piipadi benigni cysty nebo fibroadenomy, popi.
karcinomy in situ, tj. prekancerdzni néalezy (tzv. stddium 0), s potencidlem zmény na
invazivni malignanci. Karcinomy (invazivni i in situ) se déli na duktdlni nebo lobularni,
popft. tubularni, medularni nebo mucin6zni. NejcastéjsSim typem zhoubného nadoru prsu je
invazivni duktalni karcinom (70-85 % ptipadil). Pro urceni stadia (I-IV) karcinomu prsu je
tradi¢né vyuzivana klasifikace zalozen4 na klinickém hodnoceni rozsahu primarniho tumoru
(T), postizeni lymfatickych uzlin (N) a pfitomnosti vzdalenych metastdz (M), zvana TNM
(Tabulka 1). Obdobou tohoto hodnoceni pro patologii je pak systém pTNM. Agresivita
nadoru je vyjadfovéana histopatologickym posouzenim tzv. grade (1-3) (WHO 2019a).

Tabulka 1: Urceni stadia karcinomu prsu dle TNM Kklasifikace.

Stadium T N M
0 Tis NO MO
IA T1, T1lmi NO MO
IB TO0, T1 N1mi MO
A TO0, T1 N1 MO
T2 NO MO

1B T2 NO MO
T3 NO MO

1A TO0, T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO

I11B T4 MO, N1,N2 MO
Ic jakékoli T N3 MO
v jakékoli T jakékoli N Ml

Zdroj:Svétova zdravotnicka organizace (WHO 2019a). Tis — karcinom in situ, Tmi — mikroinvaze velikosti 1
mm nebo mensi, T0 — nenalezen primarni nador, Tl — nador < 2 cm, T2 — 5 cm < ndador > 2cm, T3 — nador >
Scm, T4 — nador rozsiren do hrudni stény nebo kiize, NO — lymfatické uzliny bez metastaz, NI1-3 — metastazy
v postupné vzdalenéjsich uzlinach, NImi — mikrometastaza (> 0,2 mm a/nebo 200 bunék, ale < 2 mm), MO —

vzdalené metastazy nenalezeny, M1 — vzddlené metastazy.

Pokroky v molekularné genetickém vyzkumu karcinomu prsu vedly k objevu fady
molekularnich markeri a stratifikaci pacientii dle molekularnich profild. V soucasnosti je
rutinn€ klinicky vyuZzivana klasifikace karcinomu prsu do molekularnich subtypt,
umoznujici cilenou 1é¢bu. Schéma molekularné-genetické klasifikace s obecnym
doporucenim systémové 1éCby je uvedeno v Tabulce 2, str. 19.
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Tabulka 2: Molekularni subtypy a doporuceni pro systémovou lécbu karcinomu prsu

Subtyp Definice subtypu Typicka lécba
ER poz. a/nebo PR poz., HER2 neg., hormonalni, vétSinou pouze
Luminélni A ) )
Ki-67 < prah, grade < 3 adjuvantni
Luminalni B HER2 ER poz. a/nebo PR poz., HER2 neg., )
) chemoterapie + hormonalni
negativni Ki-67 > prah, grade > 1
Luminalni B HER2 ) )
ER poz. a/nebo PR poz., HER2 poz. chemoterapie + anti-HER2
pozitivni
Neluminalni HER2 pozitivni ER neg. a PR neg., HER2 poz. chemoterapie + anti-HER2
Triple negativni ER neg. a PR neg., HER2 neg. chemoterapie

Zdroj: (Kiss et al. 2023). ER — estrogenovy receptor, PR — progesteronovy receptor, HER2 — receptor tyrosin-
protein kindzy erbB-2 (ERBB2).

Nejdéle studovanym molekuldrnim biomarkerem karcinomu prsu je estrogenovy
receptor (ER), jenz je ve zvySené mife exprimovany u zhruba 75% pacienti. ER pozitivni
pacientky maji zpravidla vice diferencovany a mén¢ agresivni nador, lepsi progndzu a delsi
dobu celkového pteziti (Hou et al. 2022). Navic ER pozitivita slouzi jako prediktivni
biomarker pro cilenou hormonalni 1é¢bu. Progesteronovy receptor (PR) zatim sdm o sobé
nenabizi moznost cilené 1€cby, ukazuje se ale jako dilezity prognosticky faktor, kdy pacienti
s PR negativnim nadorem, kteti jsou zarovenn ER pozitivni, maji hor$i prognézu nez pacienti
s pozitivitou obou receptorti. Exprese androgenového receptoru neni bézné klinicky métena,
ale ma rovnéZ prognosticky potencial pro nékteré specifické molekularni subtypy (Lamb et
al. 2019). Dulezitym faktorem je zvySena exprese HER2 proteinu, vyskytujici se u asi 15-20
% pacientl, nesouci vyssi agresivitu nadoru a horsi prognozu s kratSim pfeZitim a vysSSim
rizikem relapsu (Engel a Kaklamani, 2007). Diky pokrokiim v 1é¢bé cilené na tento receptor
vSak bylo v poslednich dvaceti letech dosaZzeno vyznamného zvySeni efektivity 1écby a
prognézy téchto pacientli (Loibl a Gianni, 2017). Exprese proteinu Ki-67 je ukazatelem miry
proliferace nadorovych bunck a zejména v brzkém stddiu nemoci je tak uziteCnym
prognostickym biomarkerem. Zatim u néj nebyla spolehlivé prokdzana obecné prediktivni
role pro terapii, 1 kdyZ roste mnoZzstvi diikazi naznacujicich jeho potencial jako prediktoru
rezistence pro specifické molekularni subtypy (Kreipe et al. 2022; Yerushalmi et al. 2010).

V ptipadé genetickych biomarkert je tfeba uvazovat jak o zarode¢nych (dédicnych,
germinalnich) variantich v genech, tak o somatickych (ziskanych v cilové tkdni béhem
nadorového bujeni). Mezi prediktivni biomarkery se ftadi napf. alterace v genech
zodpovédnych za opravu dvouvlaknovych zlomi DNA pomoci homologni rekombinace a
nehomologniho spojovani koncii (angl. ,,non-homologous end-joining*, NHEJ). Jedn4 se
ptedevS§im o0 BRCAI a BRCA2, dadle RAD51C a RAD51D, a reparaci aktivujici kinazy ATM

a CHEK2 (mimo jiné). Figuruje zde pochopitelné i nejznaméjsi tumor supresor, 7P53
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(Gudmundsdottir a Ashworth, 2006; Hu et al., 2020). Mutac¢ni profily téchto genl jsou
naptiklad dilezitymi prediktory pro pouziti cilenych inhibitori poly(ADP-rib6za)-
polymerazy (PARPi), napt. olaparibu, u pacientek s pokroc¢ilym nebo metastatickym HER2
negativnim karcinomem prsu, ale dtilezitou roli hraji i v karcinomu ovarii (Menezes et al.
2022).

Vyuziva se 1 sérovych markerl, zejména proteinit CEA (z angl. ,,carcinoembryonic
antigen*) a CA (angl. ,,cancer antigen*) 15-3 nebo CA 27-29, slouzicich pro prognostiku a
postoperacéni sledovani, a u metastatického onemocnéni pro monitoring odpovédi na 1écbu.
Intenzivni vyzkum dale probihd v oblastech cirkulujicich nddorovych bunék (CTC),
cirkulujici nddorové DNA (ctDNA) a dalSich (Seale a Tkaczuk 2022).

1.2.2. Epidemiologie, rizikové faktory a prevence karcinomu prsu

Karcinom prsu je dlouhodobé nejcastéji diagnostikovanym malignim novotvarem u
zen, vzacné se ale miize vyskytovat i u muzi. V CR incidence zhoubného karcinomu
dlouhodobé mirné stoup4, ale v nékolika poslednich letech 1ze pozorovat zpomaleni ristu a
naznak stabilizace (Obrazek 2, str. 21). Mortalita po poklesu v prvni dekadé 21. stoleti
v poslednich deseti letech vykazuje spiSe stagnaci (Obrazek 2, str. 21). V roce 2020
dosahovala incidence 130,6 a mortalita 31,5 piipadd na 100 000 osob (UZIS CR 2022).
Vysledkem stale rostouci incidence a stagnujici mortality je pochopitelné vytrvale rostouci
prevalence v populaci. VétSina pacientek se nachdzi v dobé diagndzy v intervalu 60-74 let
véku, v poslednich letech ale setrvale roste podil pacientek mladsich Sedesati let. V roce
2016 podil ¢inil 34,6 %, v roce 2018 pak 35,4 % a v roce 2020 stoupnul az na 38,0 %
pacientek (UZIS CR 2022). Incidence a mortalita v CR je podobn& vysoka i v méfitku
evropském a svétovém (1. nejCastéji diagnostikovany zhoubny nador u Zen v obou
ptfipadech). V ekonomicky nejvyspélejSich zemich zapadni Evropy a Severni Ameriky
mortalita klesa rychleji nez v CR, zejména diky usp&iné prevenci (Sung et al. 2021). Zatimco
hodnoty relativni mortality budou v globalnim méfitku dlouhodobé nejspise pokracovat
v poklesu, v disledku populacniho riistu a starnuti populace lze ocekavat setrvaly rist

absolutni incidence a absolutni mortality nejméné do roku 2040 (Arnold et al. 2022).
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Obrazek 2: Incidence a mortalita zhoubnych nadori prsu v Ceské republice v letech 1977-
2020 (bez karcinomu in situ) (UZIS CR 2022).

V etiologii onemocnéni se uplatiiuje fada faktort, napt. atypicky nélez pti predchozi
biopsii prsu (relativni riziko, RR, 4-5), zejména pak nélez lobularniho karcinomu in situ (RR
16), vék (RR 5-10 pro veék vyssi nez 64 let), vék prvni menstruace nizsi nez 11 let (RR 3),
blizky ptibuzny s karcinomem prsu (RR 1,5-3), obezita (RR 2 pro postmenopauzalni BMI >
35), dale menopauza ve véku vyssim nez 54 let (RR 1,2-2), zvySend konzumace alkoholu
(RR 1,2), a uzivani hormont po dobu delsi nez 5 let (RR 1,2) (Bozzuto 2022). Dtlezitou roli
také hraji genetické predispozice, zvySujici pravdépodobnost vzniku karcinomu prsu.
Nejvyssi riziko nesou mutace v genech s vysokou penetranci, jako BRCA1, BRCA2, PTEN
a TP53 (riziko vzniku v pribéhu Zivota > 60%), dale pak CDHI, PALB2, STK11 (riziko 41-
60 %) a napt. ATM nebo RAD51C/D (riziko az 40 %) (Bozzuto 2022).

Primarni prevenci karcinomu prsu je podobné jako u jinych typd nadorovych
onemocnéni 1 Uprava zivotniho stylu. Doporufovand dieta by méla obsahovat vysoké
procento ovoce, zeleniny, ceredlii a lusténin, a omezeni pfijmu Cerveného masa, soli,
jednoduchych cukrii a trans mastnych kyselin a samoziejmé alkoholu (Schiiz et al. 2015;
Scoccianti et al. 2016). Kromé& obezity, metabolickych poruch a zvySeného mnozstvi
karcinogenii v organizmu muiZe vést nespravnad dieta i1 k reverzibilnim epigenetickym
zménam podporujicim onkogenezi, jako je napf. hypermetylace promotorovych regiont
tumor supresorovych gent, vedouci k jejich umlceni, popt. abnormélni modifikace histoni
(Barrero et al. 2022; Rodriguez-Miguel et al. 2015). Nedilnou souc¢asti primérni (a terciarni)
prevence je 1 dostatecna fyzicka aktivita (Zhu et al. 2022).

ZaUcelem primarni prevence lze u Zen s vyrazné zvySenym rizikem karcinomu prsu,
napf. kvili genetické predispozici, uvazovat o intervencnich opatienich pro sniZeni rizika.
Jednou z prokazané ucinnych moznosti je profylaktické podavani hormonalnich preparati

(tamoxifen, raloxifen, aromatdzové inhibitory), které s sebou ale pochopitelné piinasi
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vedlejsi ucinky (Mocellin et al. 2019). V pfipadech extrémniho rizika je mozné provést i
chirurgické odstranéni prsni tkang, vedouci ke sniZeni rizika az o 90 % (Hartmann et al.
1999; Hooks 2010).

Nastrojem sekundarni prevence karcinomu prsu je pfedevSim pribézny screening,
Nejcastéjsimi metodami jsou zde mamografie, klinické vySetfeni prsu a samovySetfeni prsu
(NCI 2022). Uziva se rovnéz ultrasonografie a zobrazovani na principu magnetické
rezonance (Kolak et al. 2017). V CR je mamografie prsu v ramci plo§ného screeningu
provadéna u Zen starSich 45 let v intervalu dvou let, popf. po indikaci gynekologem,
praktickym lékafem, onkologem nebo chirurgem (MZ CR 2021).

Za ucCelem tercidrni prevence, tj. snahy o maximalizaci efektivity 1écby a
minimalizaci vedlej$ich U¢inkd, jsou stale Castéji studovany molekularni biomarkery (viz

ptedchozi kapitola 1.2.1).

1.3. Karcinom ovarii

1.3.1. Diagnostika a klasifikace karcinomu ovarii

Dosud nebyla vyvinuta spolehliva metoda screeningu ovarialniho karcinomu (OVC)
avzhledem k tomu, Ze onemocnéni vétSinou dlouho probiha bez specifickych ptiznaki, byva
diagnostikovano zpravidla az v pokro€ilych stadiich (Obrazek 3, str. 23). To znacné& sniZuje
nadé¢ji na uzdraveni (Torre et al. 2018). Pro diagnostiku se vyuZziva skiagramu hrudniku a
sonografie, popt. doplnéné o CT nebo MR. Stanovuji se rovnéz sérové markery CA-125,
HE4 aj.

Morfologicky miiZzeme nejbéznéjsi nadory ovarii rozdélit na serdzni (cca 75 %), dale
endometroidni (cca 10 %), svétlobunéény (ang. ,,clear cell®, cca 10 %) a mucindzni (< 3 %),
pfi¢emz vSechny tyto nadory jsou epitelidlniho pivodu (Tabulka 3, str. 24). Zbytek tvofi
nadory pivodu germindlniho. Na Obrazku 3, str. 23, je jasné patrné vysoké zastoupeni
pozdnich stadii u serdézniho typu, ktery zaroven ptedstavuje vétSinu vSech nadorti ovarii
(high grade, HGSC, cca 70 % a low grade, LGSC, cca 5 %) (McCluggage 2011; Torre et al.
2018). VSechny tyto typy maji odliSnou prognézu, pti€emz HGSC ji ma nejhorsi, zatimco

endometrioidni a mucin6zni karcinom maji prognézu nejlepsi (Tabulka 3, str. 24).
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Obrazek 3: Relativni zastoupeni stadii ovarialniho karcinomu v dobé¢ diagnézy, dale délené
dle typu nadoru. Data pro USA, roky 2007-2013. Pievzato (Torre et al. 2018).

Pro HGSC je charakteristicka inaktivace tumor supresorového proteinu p53 (gen
TP53) a BRCA1/2 (Harbin et al. 2022). Charakteristické molekularni abnormality ale byly
nalezeny i u dalSich typtl epitelovych ovaridlnich nadori (Tabulka 3, str. 24).
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Tabulka 3: Prehled nejcastéjSich typu epitelovych karcinomii ovarii a jejich vlastnosti

Typ —

Procento vSech
Senzitivita
k chemoterapii

Prognéza

Molekularni

abnormality

Cilena terapie

HGSC

70
vysoka

Spatna
TP53
(96%)
BRCA1/2
(22%)
CIN
NF1
RBI
CDK]I12

PARP
inhibitory

LGSC

<5
stfedni

stiedni

BRAF (38%)
KRAS (19%)
NRAS
HER2
FGFR2
PIK3CA

MEK
inhibitory
Fulvestrant
Hormonalni

terapie

Endometroidni

10
vysoka
dobra

CTNNBI
MSI-H (12-
20%)
PTEN (20%)
ARIDIA
KRAS
PIK3CA

Svétlobunéény

10
nizka

stfedni/$patna

ARIDIA (50 %)
PIK3CA
PTEN
mTOR
KRAS

Mucinézni

nizka

dobra

HER2

Nezavisle
na

histologii

TMB-H
MSI-H
dMMR

Pembrolizu-

mab

CIN — chromozomalni nestabilita, MSI-H — vysokad mikrosatelitova nestabilita, TMB-H — vysokd mutacni zatéz,
dMMR — dysfunkce drahy mismatch repair (MMR, jedna z drah oprav DNA). Prevzato a upraveno (Dundr a
Nemejcova 2022; Harbin et al. 2022).

Pro klasifikaci podle klinickych parametrti se kromé TNM kategorii pouZivaji stadia

dle Mezinarodni federace gynekologie a porodnictvi (FIGO, zangl. ,International

Federation of Gynecology and Obsterics®). Definice téchto stadii jsou uvedeny v Tabulce

4, str. 25. Podobné jako u jinych solidnich nadord, i zde se histopatologicky urcuje grade

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

TNM Kkategorie! Stadium dle FIGO! Definice
TX primarni nador nelze posoudit
TO primarni nador neprokazan
T1a A postizeni jednoho ovaria, pouzdro intaktni, bez nadoru na
povrchu ovaria, negativita ascitu nebo lavaze
T1b IB postizeni obou ovarii, dale jako Tla
e i postizeni jednoho nebo obou ovarii, ruptura pouzdra / nador
na povrchu, pozitivita ascitu nebo lavaze
T2 II Sifeni nadoru v panvi
T2a 1A Sifeni na délohu/tubu, negativita ascitu nebo lavaze
T2b 1IB Sifeni na jiné panevni tkang, negativita ascitu nebo lavaze
T2c IIC Sifeni na jiné panevni tkané, pozitivita ascitu nebo lavaze
T3 I peritonealni metastdzy mimo panev
T3a 1A mikroskopické peritonealni metastazy mimo panev
T3b 1B makroskopické (< 2 cm) peritonealni metastazy mimo panev
T3c Iic makroskopické (> 2cm) peritonedlni metastazy mimo panev
N1 Imic metastazy pouze v retroperitoneélnich lymfatickych uzlinach
M1 v vzdalené metastazy

'Pro zjednoduSeni vynechdny nékteré podkategorie/stadia. Pro podrobnéjsi déleni viz zdroj (WHO 2020).

Ackoli nadory ovaria jsou vétSinou chemosenzitivni, nejsou chemokurabilni
(Richardson et al. 2023), proto je ve vétSin¢ piipadt 1écba chirugicka, nasledovana
chemoterapii. V mnoha ptipadech je doprovazena 1écbou cilenou na receptor VEGF-A
(napf. bevacizumab) a/nebo PARPi (napi. olaparib). Indikace cilené 1écby se odviji od
posouzeni mutaci germindlnich nebo somatickych v genech BRCAI a BRCA2, popt. v
dalSich genech opravy DNA pomoci homologni rekombinace (angl. ,.homologous
recombination deficiency*, HRD) (Kiss et al. 2023).

Klinicky zatim malo uplatnéné je déleni HGSC na 4 subtypy pomoci
transkriptomickych profilli, a to na typy imunoreaktivni, proliferativni, diferencovany a
mesenchymalni, ktery ma nejhorsi prognézu (Hu et al. 2020b). Rovnéz probihd vyzkum
profilt deregulovanych miRNA v jednotlivych subtypech, ptfi€emZ jiz byly pozorovany
specifické expresni profily jednotlivych miRNA nebo klastri miRNA pro jednotlivé typy
OVC (Ravindran et al. 2021).
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1.3.2. Derivaty platiny v 1é¢bé ovarialniho karcinomu

Studie OVC v této praci jsou motivovany hledanim biomarker rezistence na
derivaty platiny, budou zde proto stru¢né predstaveny. Organické derivaty platiny jsou
pomérné Sirokou skupinou latek, pficemz prvni derivat, cisplatina (Obrazek 4), byl
syntetizovan jiz v poloviné 19. stoleti. Jako protinadorova 1éCiva se ale zacaly pouzivat az
v sedmdesatych letech 20. stoleti. Principem jejich ucinku je tvorba adukti na DNA,
zabranujicich replikaci buiiky (Desoize a Madoulet 2002; Gheorghe-Cetean et al. 2017).

/ \
/

Obrazek 4: Strukturni vzorce cisplatiny (vlevo) a karboplatiny (vpravo), které jsou

nejpouzivanéjSimi derivaty platiny v 1é¢bé karcinomu ovarii. Prevzato (Shaili 2014).

Standardni 1é€ba OVC se skladd z cytoreduktivniho chirurgického zasahu a
adjuvantni chemoterapie. Kazda pacientka je navic indikovéna k vySetfeni zarode¢nych
a/nebo somatickych variant v genech BRCA1 a BRCA2 pro ptipadné nasazeni PARPI, jak
uz bylo zminéno diive (Kiss et al. 2023). U pacientek ve Spatném celkovém stavu
neumoznujicim operaci, nebo v pfipadé onemocnéni v pokro€ilych stadiich, kdy je na
zakladé¢ vysledkli zobrazovacich vySetfeni nizkd pravdépodobnost nulového
makroskopického rezidua po operaci, je nejcastéji nasazena neoadjuvantni lécba kombinaci
paklitaxelu s karboplatinou. Kombinace paklitaxelu (popt. docetaxelu) a karboplatiny (popf.
cisplatiny, Obrazek 4) je rovnéz zdkladem chemoterapie adjuvantni. Pacientky, kterym je
diagnostikovana recidiva nebo progrese onemocnéni po vice nez Sesti mesicich po ukonceni
ptedchozi 1écby platinovymi derivaty, se oznacuji jako pacientky s pfedpokladem odpovédi
na platinové derivaty (senzitivni). Té€m jsou derivaty platiny nasazovany i v dalSich liniich
(Kiss et al. 2023). Pfi¢iny chemorezistence ovaridlnich nadori a hledani jejich biomarkert
jsou v soucasnosti predmétem intenzivniho vyzkumu (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 ovarii

OVC je druhou nejcastéjsi gynekologickou malignanci v USA a v zapadni Evrop¢ a
je zodpoveédny za vice umrti nez vSechny ostatni gynekologické nadory dohromady (Khazaei
et al. 2021). Nejvyssi svétova incidence v roce 2020 byla v Evropé, konkrétné v regionu
sttedni az vychodni Evropy, ktery mél zaroven 1 jednu z nejvyssich trovni mortality na svété
(Cabasag et al. 2022). Ve svété (Sung et al. 2021) i v CR ale v poslednich dvaceti letech
incidence i mortalita setrvale klesaji, pfi¢emz v roce 2020 dosahovaly v CR 16,4, resp. 11,8
pfipadi na 100 000 osob (Obrazek 5). Nicméné¢ podil mortalita/incidence dlouhodobé
kolisa v okoli hodnoty 0,65 a v klouzavém praméru stagnuje (Obrazek 6, str. 28). Mezi lety
2019 a 2020 doslo v disledku prudkého poklesu incidence a mirného ristu mortality
k vyraznému zvySeni tohoto poméru, a to z hodnoty 0,61 na 0,72, coz je nejvyssi hodnota
od roku 1986 (Obrazek, str. 28) (UZIS CR 2022).
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Obriazek 5: Incidence a mortalita zhoubnych nadorii vajeénikti v Ceské republice v letech
1977-2020 (UZIS CR 2022).
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Obrizek 6: Vyvoj poméru mortalita/incidence zhoubnych nadorii vaje¢nikii v Ceské
republice v letech 1977-2020 (UZIS CR 2022).

Pokles incidence v mnoha zemich je ¢astecné vysvétlovan rozsitenim hormondlni
antikoncepce, jiz je pfisuzovana schopnost sniZit riziko vzniku OVC azZ o 20 % za kazdych
5 let uzivani (Webb et al. 2017), a rovnéz pokles v uzivani menopauzalni hormonalni terapie
(angl. ,,menopausal hormone replacement therapy*, HRT), kterd naopak riziko zvysuje, a to
az 0 40 % (Collaborative Group on Epidemiological Studies of Ovarian Cancer 2015).

Z nejnovgjsi ,,umbrella® analyzy dostupné literatury vyplyva fada potvrzenych
rizikovych faktorti pro vznik OVC. Nejvétsi mnozstvi ditkazil existuje pro obezitu dle BMI
(RR 1,27) a télesnou vysku (RR 1,16 za kazdych 10 cm), a dale pro jiZ zmiovanou HRT
(RR 1,20 az 1,44 dle definice). Hormonalni antikoncepce pak riziko snizuje (RR 0,74 pro
jakékoli uzivani vs. zadné). Rovnéz uzivani metforminu, 1é¢iva pro diabetes typu 2, snizuje
riziko (RR az 0,18), ale diabetes mellitus ho naopak zvySuje (RR 1,32) (Whelan et al. 2022;
Khanlarkhani et al. 2022). Mezi dtlezité rizikové faktory patii i blizky ptibuzny s OVC nebo
pfedcasné zahdjeni menstruace (Gong et al. 2013), pozdni menopauza a endometridza,
pficemz zde jsou velké rozdily v RR pro jednotlivé subtypy OVC (Temkin et al. 2017,
Whelan et al. 2022).

Diikazy o vlivu stravy (kromé& neptimého vlivu skrze obezitu) pak jsou spiSe slabSiho
charakteru, a naznacuji zvyseni rizika konzumaci mlé¢nych vyrobki a zpracovaného masa,
a jeho sniZeni konzumaci vys$§itho mnozstvi zeleniny, ¢aje a vapniku (Whelan et al. 2022).
Z hlediska zivotniho stylu tedy nejsou doporuceni specificka pro primarni prevenci OVC,
plati zde podobna doporuceni jako u jinych nddorovych onemocnéni.

Z genetickych rizikovych faktord je tfeba zminit mutace v genech zodpovédnych
zejména za opravy DNA. Tyto a jiné rizikové geny jsou uvedeny v Tabulce 3 (str. 24,
kapitola 1.3.1). Zpravidla plati, Ze pacientky se zarodeCnymi mutacemi v téchto genech je

mozné povazovat za vysoce rizikové. V takovém piipad¢ je mozno pfistoupit k redukci
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rizika chirurgickym odebranim jednoho nebo obou vajecnikil, popt. vejcovodu (salpingo-
oophorektomie). Operace se provadi zpravidla ve véku 35-40 let, zejména u pacientek
smutaci genu BRCAI, u kterych je median véku v dobé diagndézy velmi nizky —
pravdépodobnost prudce vzrasta po 30 letech véku a dosahuje az 10 % v 50 letech (2-3 % u
BRCA?2 mutovanych). Nechirurgického snizeni rizika 1ze dosahnout jiz diskutovanou oralni
hormonalni antikoncepci. V soucasnosti se rovnéz studuje potencial nehormonalnich latek,

s w1

popf. statinti (Temkin et al. 2017).

1.4. Karcinom kolorekta

1.4.1. Diagnostika a klasifikace karcinomu kolorekta

V Casném stadiu je kolorektalni karcinom (CRC) asymptomaticky, v pozdéjSim
stadiu se projevuje nespecificky — zménou rytmu defekace, popi. bolestmi biicha nebo
anemickym syndromem. K prvotnimu odhaleni karcinomu mize pomoci test na okultni
krvaceni, ale zlatym standardem diagnostiky je kolonoskopie. Obé tyto metody jsou
pouzivany v ploSném screeningu CRC (nasledujici kapitola 1.4.2). V ptipad¢ nalezeni
nadoru pak nasleduje histologicka charakterizace, zobrazeni bficha a moznych mist
diseminace pomoci ultrasonografie, MR a CT. Vyuziva se rovnéZ kombinace PET/MR a
PET/CT. Pro monitoring efektu 1écby jsou vyuZivany sérové onkomarkery CEA a CA 19-9.
Podobné¢ jako u jinych typti nadord, pro brzkou detekci onemocnéni a monitoring 1é¢by maji
v budoucnu potencial CTC (Vasseur et al. 2021) a ctDNA (Osumi et al. 2019).

Vice nez 90 % CRC jsou z histologického hlediska adenokarcinomy epitelialniho
puvodu, tj. pochdzejici ze stfevni mukézy. Dalsi, vétSinou vzacné subtypy jsou CRC
mucindzni, skvamozni, adenoskvamdzni, z prstencitych bun€k aj. Mira dediferenciace se
jako obvykle stanovuje ukazatelem grade 1-3 (Fleming et al. 2012). Stanoveni stadia dle

klinickych parametra se fidi udaji v Tabulce S, str. 30.
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Tabulka 5: Urceni stadia karcinomu kolorekta dle TNM klasifikace (WHO 2019Db).

Stadium T — primarni nador N - lymfatické uzliny M - vzdalené metastazy

0 Tis NO MO

I T1, T2 NO MO
I T3, T4 NO MO
A T3 NO MO
1B T4a NO MO
IIC T4b NO MO
I jakékoli T N1, N2 MO
A T1, T2 N1 MO
T1 N2a MO

I11B T1, T2 N2b MO
T2, T3 N2a MO

T3, T4a N1 MO

v jakeékoli T jakékoli N M1
IVA jakékoli T jakékoli N Mla
IVB jakékoli T jakékoli N MIlb
IvC jakeékoli T jakékoli N Mlc

Tis — karcinom in situ, T1 — prinik do submukozy, T2 — prinik do muscularis propria, T3 — priunik do subserozy,
perikolické nebo perirektalni tkané, T4a — priunik do viscerdlniho peritonea, T4b — prinik do jinych organii
nebo struktur, NO — bez postizeni lymfatickych uzlin, Nla — 1 regionalni uzlina, N1b — 2-3 regiondlni uzliny,
N2a — 4-6 regiondlnich uzlin, N2b — 7 a vice regionalnich uzlin, MO — bez vzdalenych metastdz, M1 — vzdalené
metastdzy, Mla — metastdzy v jednom organu (jatra, plice, vajecniky, ...) bez peritonealnich, M1b — metastazy
ve vice organech bez peritonedlnich, Mlc — metastazy v peritoneu bez nebo vietné metastiz v dalSich

organech.

Diky pokrokim v molekularni analyze CRC je dnes mozné onemocnéni
charakterizovat skupinou molekulérnich subtypti. Molekularni charakteristiky mtizeme d¢lit
na genomické, epigenomické, transkriptomické a imunitni (Obrazek 7, str. 31). Z hlediska
genomiky mizeme kromé¢ klasickych mutaci v driver genech RAS (KRAS, NRAS) a BRAF
pozorovat nestabilitu mikrosatelitnich usekd (MSI, oproti chromozomalni nestabilité, CIN),
korelujici s celkovym poctem mutaci a snizujicim se mnozstvim variant v poc¢tech kopii
(CNV, angl.. ,,copy number variants*). Ty zaroven koreluji s irovni metylace, specifickymi
transkriptomickymi subtypy definovanymi rozdilnou expresi riznych signalizacnich a
metabolickych drah (CMS, z angl.. ,,consensus molecular subtype®), a s komplexnimi
profily imunitni odpovédi v interakci s tumorovym mikroprosttedim. Zaroven bylo
pozorovano, ze zastoupeni téchto subtypli zavisi na poloze nadoru, tj. jsou jasné rozdily mezi
nadory proximalni a distalni ¢asti stfeva (Dienstmann et al. 2017). MSI vznikd z naruseni

systétmu oprav DNA, zvaného MMR (z angl. ,,mismatch repair*), zalozené¢ho na genech
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MLHI, MSH2, MSH6, PMS2 a EPCAM (Vilar a Gruber 2010), a vyskytuje se zhrubau 15 %
CRC, castgji ale u nizsich stadii oproti vys$im (Martelli et al. 2022).

Cilena 1écba propojujici a vyuzivajici tyto poznatky zatim nepronikla do klinické
praxe. Ta se zaméfuje na driver geny KRAS, NRAS a BRAF (mutace V600E), v kombinaci
s chemoterapii a imunoterapii. Na obzoru je vyuziti mutaci v receptoru HER2, jiz znamém
markeru karcinomu prsu a ovarii, a dale velmi vzacné fuze NTRK (neurotroficka tyrosin
receptor-kinaza) genu (Martelli et al. 2022; Riedesser et al. 2022).
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Obrazek 7: Schematické zndzornéni molekularnich subtypl kolorektalniho karcinomu. CIV
— chromozomalni nestabilita, MSI — mikrosatelitova nestabilita, CMS — ,,consensus molecular subtype*.
Prevzato (Dienstmann et al. 2017).

1.4.2. Epidemiologie, rizikové faktory a prevence kolorektalniho karcinomu

CRC je jednim z nejcastéji diagnostikovanych nddort celosvétove (3. nejcastejsi) i
v CR, pii¢emz CR v této statistice kazdoro¢né patii mezi staty s nejvyssi incidenci (Rawla
et al. 2019; Sung et al. 2021). V CR je druhym nejéast&j§im novotvarem u muzi i u Zen
(UZIS CR 2022). Incidence a mortalita v CR dosahovaly v roce 2020 hodnot 53,3; resp. 26,2
ptipadd na 100 000 osob. Po jejich setrvalém ristu zhruba do roku 2000 mezi lety 2000 a
2010 incidence stagnovala a mortalita klesala, a v poslednich deseti letech ob¢ statistiky
setrvale klesaji (Obrazek 8, str, 32) (UZIS CR 2022). Incidence CRC ale v globalnim
meéfitku roste a ocekava se, ze v ptiStich dekddach bude ptedstavovat stale vyznamnéjsi
problém vzhledem k tomu, Ze je do urcité miry spjata se zapadnim stylem Zivota, ktery se
bude nadale $ifit v ekonomicky se rozvijejicich zemich s vysokymi pocty obyvatel (Xi a Xu
2021).
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Obrizek 8: Incidence a mortalita zhoubnych nadorti kolorekta v Ceské republice v letech
1977-2020 (UZIS CR 2022).

Etiologie onemocnéni je ovlivnéna fadou rizikovych faktorti. NejpodstatnéjSim je
vek pacienta, kdy po 50. roce véku stoupaji incidence 1 mortalita mnohonasobné (Xi a Xu
2021). Je ale nutné zminit v soucasnosti prudce rostouci incidenci, stejné¢ jako vySsi
agresivitu a vyss$i stadia naddorti, u mladych pacientl, zejména co se tyce karcinomu rekta
(Siegel et al. 2023; Vuik et al. 2019; Campos 2017). U muZzl jsou incidence a mortalita
tradiéné vys§i nez u Zen (Sung et al. 2021; UZIS CR 2022), pii¢emZ rozdil je vétsi u
karcinomu rekta nez u karcinomu tlustého stieva (Xi a Xu 2021). Zhruba 35-40 % pacientii
vykazuje tzv. susceptibilitu k dédi¢nym faktortim, tj. rodinnou anamnézu, a/nebo genetickou
predispozici, jakou je tfeba Lynchitv syndrom (Keum a Giovannucci 2019; Lichtenstein et
al. 2000). Zhruba 60-65 % ptipadi CRC je sporadickych (n€kdy az 80 %, v zavislosti na
definici), tj. bez rodinné anamnézy nebo dédicnych genetickych zmén (Keum a Giovannucci
2019; Tian et al. 2019).

Mezi rizikové faktory vychazejici z Zivotniho stylu pak patii nizké fyzicka 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), vysoky pfijem alkoholu (Choi et al. 2017; Rossi et al.
2018), kouteni (Hamada et al. 2019; Murphy et al. 2019; Secretan et al. 2009), chronicka
zanétliva onemocnéni stfev (RR cca 2,4) (Jess et al. 2012; Lutgens et al. 2013; Nadeem et
al. 2020), a slozeni stfevniho mikrobiomu (Cao et al. 2018; Zhang et al. 2019). Vliv stravy
je tedy pfimy (karcinogenni latky), nebo nepfimy pravé pies ovlivnéni mikrobiomu nebo
télesné hmotnosti, popi. podporu zanétu. Z hlediska stravy je tedy vhodné v zdjmu primarni
prevence respektovat obecna pravidla zdravé stravy, pfi€emz u CRC oproti jinym nadoriim
je jesté zasadnéjsi postaveni vysokého mnozstvi vlakniny, umoznujici snazsi posun stolice
sttevem (krat$i doba expozice), omezujici pfimy kontakt karcinogeni s mukoézou, a

podporujici bakterialni anaerobni fermentaci, produkujici mastné kyseliny s kratkym
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fetézcem. Ty mohou mit protektivni efekt omezenim proliferace a indukci apoptozy
nekterych bunék. Snizeni mnozstvi konzumovaného masa, zejména cerveného a vysoce
zpracovan¢ho pomoci nitrati nebo nitrith, ma rovnéz protektivni vliv, jelikoz hemova
skupina, zejména v nitrosylované formé, je vysoce ucinnym katalyzatorem tvorby
nitrosovych sloucenin, zndmych karcinogent (Bouvard et al. 2015; Norat et al. 2015; 2002;
Tabung et al. 2018). Vysoky piijem vlakniny také muze snizovat koncentraci cirkulujiciho
estrogenu (Monroe et al. 2007; Maskarinec et al. 2006).

Od roku 2014 probiha v CR plo§ny screening za Glelem véasného zachytu
onemocnéni, tedy kdyz jeSté nejsou pozorovatelné piiznaky. Zakladem screeningu je
pravidelny test na okultni krvaceni (TOK, 50-54 let véku, jednou rocné, poté jednou za dva
roky) a/nebo screeningova kolonoskopie. Ta mize byt indikovéana praktickym Iékafem nebo
gastroenterologem v piipadé pozitivniho TOK, nebo jako jeho alternativa, a od 50 let véku
je hrazena z verejného zdravotniho pojisténi. V pfipadé negativniho nalezu je opakovana
nejpozdéji po 10 letech (Masarykova univerzita 2022). Ro¢né je odstranéno diky screeningu
asi 13 tisic adenomovych polypt, tedy potencialnich prekancerdéz. Do roku 2019 bylo
pokryti populace nad 50 let kolem 30 %, poté v dusledku pandemie COVID-19 kleslo
(Analyza Masarykovy univerzity 2021).

1.5. Genomika jako nastroj personalizované onkologie

Vzestup vykonu a dostupnosti sekvenovani nové generace (NGS, angl. ,next-
generation sequencing), piredev§im platformy Illumina (dfive Solexa), zaloZen¢ho na
principu vysoce paralelizovaného sekvenovani pomoci postupné syntézy komplementarnich
vlaken DNA s naslednym ¢tenim (Obrazek 9, str. 34), umozZnily, zejména v poslednich
deseti letech, ptekotny rozvoj genomiky. Genomika je védni obor hromadné analyzujici
velké mnoZstvi genetickych dat v jednotlivém vzorku nebo souboru vzorkl najednou, na
rozdil od tradi¢ni genetiky, kterd se zabyva analyzou jednotlivych genli. Vznikly ale tak
zaroven nové pozadavky na narocnou bioinformatickou analyzu a ulozeni velkého mnozstvi

dat a zejména jejich intepretaci pro optimalni vyuziti v klinické praxi.
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Obrazek 9: Princip sekvenovani pomoci syntézy,

I platforma Illumina.

' Po hybridizaci fragmentu DNA jsou jednotlivé fragmenty

Adaptor modified DNA strand hybridized to

oligonucleotide anchor amplifikovany pomoci tzv. bridge PCR a tvoii samostatné
/ klastry. Jednovidaknové fragmenty v klastrech jsou nasledné
| 1 pomoci polymerdzy (POL) preménovany na dvouvidknove, a
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Ackoli celogenomové sekvenovani je kazdym rokem dostupnéjsi, v klinické praxi i
ve vyzkumu se z diivodu niz8i ceny a moZnosti detailnéj$i analyzy stale velmi Casto pouziva
tzv. cilené sekvenovani, tj. sekvenovani pouze vybrané ¢asti genomu (popi. celého exomu),
ktera je pted sekvenaci ve vzorku nabohacena.

V ptipadé¢ sekvenace transkriptomu, kteréd je mozna po predchozi reverzni transkripci
RNA na komplementarni DNA (cDNA), je cilené nabohaceni specifického panelu genti
(transkriptll) rovnéZ moZzné, ale v mnoha ptipadech neni nutné, z diivodu niZ§i sekvenaéni
naro¢nosti oproti sekvenaci celého genomu. Zpravidla je ale tfeba ze vzorku odfiltrovat
ribozomalni RNA (pokud neni cilem), ktera jinak vzhledem ke své vysoké koncentraci
zahlcuje analyzu. To je Casto feSeno tzv. ribodepleci, popi. pfi sekvenovani pouze mRNA
jeji izolaci ze vzorku skrze sondy specificky vazajici poly(A) Gseky na 3¢ konci (Zhao et al.
2014). Rychlejsi metodou je pak pouziti primert, specificky nasedajicich na poly(A) konce,
takze je mRNA ve vzorku nabohacena pomoci PCR jiZ na zacatku postupu (pouzito v této
praci). V nejbéznéjsim pouziti RNA sekvenovani nabizi velmi vyhodnou alternativu
kvantitativni PCR nebo mikrocCipi ke stanoveni exprese genli vzhledem k tomu, Ze je
schopna zachytit cely transkriptom (vCetn€ nekodujicich RNA) najednou a neni potieba pro
jednotlivé transkripty vytvaret specifické primery nebo sondy. Pomoci RNA sekvenovani je
rovnéZ mozné odhalit napt. 1 fuze genli a mnoho dalSich typti mutaci (Solomon et al. 2020;
Zheng et al. 2014; Zhu et al. 2019).
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Typicky protokol pfipravy vzorku k DNA sekvenaci (tvorba tzv. sekvenani
knihovny) nejprve obnasi fragmentaci dostatecné kvalitni DNA na fragmenty specifické
délky, a to pomoci mechanické nebo enzymatické metody. Na fragmenty jsou poté postupné
pfipojeny adaptérové sekvence, umoznujici navazani na povrch sekvenacni cely, a indexové
sekvence, umoziujici tzn. multiplexing, tj. sekvenovani vice vzorkli najednou. Tyto
sekvence poté slouzi k bioinformatickému roztfidéni dat pro jednotlivé vzorky. Knihovny
jsou v prub¢hu ptipravy zpravidla amplifikovany pomoci PCR. Po sekvenaci nasleduje
bioinformaticka analyza, v prvni fazi zahrnujici pievod vizualni informace ze zdznamu
snimace na informaci o sekvenci jednotlivych fragmenti DNA. Tuto fazi provadi sekvenator
automaticky a nazyvd se primdrni bioinformatickou analyzou. Druhd faze analyzy
(sekundarni) obnasi mnoho krokt, ale zésad¢ je vzdy cilem dopracovat se od rozsahlého
souboru kratkych osekvenovanych fragmentti, obsahujicich chyby a nezddouci informace,
k detailn¢ popsanému (anotovanému) a ovéienému seznamu variant. Nejprve se jedna o
odstranéni adaptérovych sekvenci a sekvenci s nizkou kvalitou ¢teni (tzv. ,,trimming*), dale
odstranéni duplikath vzniklych v pribéhu ptipravy knihovny nebo sekvenovani
(deduplikace), a poté tzv. ,alignment, tj. porovnavani fragmentt s referen¢ni sekvenci a
sestaveni konsenzudlni sekvence. Poslednim krokem v piipadé klasického sekvenovani
genomické DNA za ucelem odhaleni genetickych variant je tzv. ,variant calling”, ktery
detekuje odliSnosti v sekvenci oproti referenci, a nakonec anotace dat, tj. pfifazeni kontextu
k nalezenym variantdm na zékladé znamych informaci z databazi. Takto je mozné odhalit
predevsim kratké varianty, ale i varianty v poctu kopii genu, popt. vEtsi strukturni aberace
(Cheng et al. 2015; Zehir et al. 2017). V piipad€ nadort je tfeba rozliSit varianty zarode¢né,
tj. dédi¢né, které jsou ziskany zpravidla z krve nebo z nenddorového vzorku pacienta, a
varianty somatické, tj. varianty identifikované sekvenaci nadorové DNA, a které vznikly
v nadorové tkani (Luthra et al. 2022). V ptipad€ nejbéznéjsi formy RNA sekvenovani za
ucelem kvantifikace genovych transkriptil (jako v této praci), je zékladni postup v mnohém
podobny (softwarové nastroje mohou byt specifické), pficemz hlavni rozdil spociva v
kvantifikaci jednotlivych transkriptl namisto detekce variant.

Vzestup genomiky umoznil rozsédhly vyzkum mnoha molekularnich aspekti vzniku
a progrese onkologickych onemocnéni, vzhledem k jejich genetické podstaté. Vedl také
k velkému mnozstvi objevii novych cili pro cilenou terapii. V dneSni dobé se
onkogenomické metody jiz bézn¢ uplatiuji 1 v klinické praxi, kdy Casto pfinasi zlevnéni a
urychleni ptivodnich ptistuptl, nebo zcela nové moznosti (Berger a Mardis, 2018). Umoznuji
napf. stratifikaci pacientli podle jejich molekularnich profilti a detekci prognostickych a
prediktivnich biomarkert, ¢imz zpfesnuji a zkvalitiuji 1é€bu (Chakravarty a Solit 2021;
Hyman et al. 2017). Screening dédicnych zarodecnych variant umoznuje identifikovat

pacienty se zvySenym rizikem vzniku nadoru (Cheng et al. 2017).
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Krom¢ zminénych poznatkli umoznuji genomika a transkriptomika i integraci
s dal§imi ,,omics* védami, napi. proteomikou, metabolomikou, epigenomikou apod., ¢imz
lze ziskat vyrazn€ komplexnéjsi ptehled o vzajemné provazanych aspektech onemocnéni,
ackoli analyza a interpretace takovych dat, zejména pii kombinaci tfech a vice typd, je
zpravidla velmi obtizna. Moznosti vyuziti cileného sekvenovani v klinické praxi,

v kombinaci s klinickymi daty pacientt, je shrnuta v Obrazku 10.
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Obrazek 10: Aspekty onkogenomiky v soucasnosti pouzivané ve vyzkumu a klinické praxi,

s dirazem na cilené panelového sekvenovani. FGA — frakce genomu ovlivnéna variantami v poctech
kopit, Al — alelicka nerovnoviha, angl. allelic imbalance, GDD — angl. genome-directed diagnosis, NGS —
angl. next-generation sequencing, OG — onkogen, TMB — mutacni zatez nadoru, angl. tumor mutation burden,
TSG — tumor supresorovy gen. Prevzato (Luthra et al. 2022).
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1.6.  Oxysteroly a jejich vyznam v onkologii

1.6.1. Uvod do problematiky oxysteroli

Oxysteroly jsou skupinou oxidovanych derivati cholesterolu nebo nekterych jeho
prekurzorti (Schroepfer 2000). Oxygenované formy fytosteroll a cholestanovych kyselin je
taktéz mozno pocitat do této skupiny (Griffiths et al. 2016; Hovenkamp et al. 2008).
Endogenné¢ v téle vznikaji enzymatickou cestou nebo autooxidaci, popi. jsou do organismu
pfijimany skrze stravu. Enzymatickd cesta s sebou nese vyssi pravdépodobnost oxidace
postranniho fetézce molekuly, zatimco autooxidace, nejcastéji zptisobena radikalovou reakci
s reaktivnimi formami kysliku, ¢astéji vede k oxidaci na kruhu (Iuliano, 2011; Murphy a
Johnson, 2008). Nékteré oxysteroly ale mohou byt produkovany obéma cestami. Mezi
nejznaméjsi priklady oxysterolli s modifikovanym postrannim fetézcem patii 22(R)-
hydroxycholesterol ~ (22(R)-HC),  24(S)-hydroxycholesterol ~ (24-HC), nebo 27-
hydroxycholesterol ~ (27-HC),  zatimco  7a/B-hydroxycholesterol  (7a/B-HC) a
7-ketocholesterol (7-KC) jsou znami zastupci oxysterolit s modifikovanym sterolovym
kruhem (konkrétn¢ kruhem B, Obrazek 11).
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Obrazek 11: Piiklady struktur béznych oxysteroll a zpiisob jejich vzniku.
ROS -z angl. ,, reactive oxygen species “, tj. reaktivni formy kysliku. Prevzato (Kloudova et al. 2017).

Oxysteroly jako skupina molekul jsou zndmy jiz vice nez 40 let (Kandutsch et al.

1978) a dobfe je popsana jejich klicovd funkce v udrzovéani bunééné homeostazy
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cholesterolu, kde funguji jako signaliza¢ni molekuly zodpovédné za omezovani biosyntézy
cholesterolu, snizovani pfijmu exogenniho cholesterolu buiikou a stimulaci vyplavovani
cholesterolu ven z bunky (Howe et al. 2016). Vyznamné jsou i pro strukturu bunécné
membrany (Kulig et al. 2016b; 2016a), ve fyziologii imunitniho systému a v zanétlivych
procesech (Bah et al. 2017; de Freitas et al. 2022), a v diferenciaci mesenchymalnich
kmenovych bunék (Levy et al. 2017). Jsou soucasti fady dulezitych signalizacnich drah,
napt. 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 poslednich letech se mnozi dikazy, spojujici oxysteroly s Sirokym spektrem
patologickych jevli a onemocnéni, napf. s neurodegenerativnimi procesy, starnutim,
makularni degeneraci 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 aterosklerozou (Zmyslowski a
Szterk 2017). Velkou skupinou onemocnéni, v jejimz kontextu jsou oxysteroly stale Castéji
studovany, jsou onemocnéni nddorova (Kloudova et al. 2017).

Zatimco v praseciku onkologického a oxysterolového vyzkumu existuje fada studii,
drtiva vétSina se zaobira predevsim oxysteroly jako takovymi a jejich vlivem na nadorové
buiiky in vitro, vyrazné mén¢ Casto pak in vivo v mysich modelech. Studie na pacientech se
orientuji pfedev§im na méfeni koncentrace oxysterolll v krvi, popf. v tkadnich. Opomijen je
potencial genetické variability genti zapojenych do biologickych ucinkl oxysterold, popf.
mechanizmtl, jimiz tato variabilita ovlivitluje nadorové buiky pacienta nebo 1é¢bu. Moderni

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

1.6.2. Role oxysteroli v terapii nadorovych onemocnéni

V posledni dobé piibyvaji dikazy toho, Ze oxysteroly mohou piimo ovliviiovat
efektivitu onkologické 1é¢by. Navic existuji 1 prvni indicie, Ze by oxysteroly mohly byt
vyuzitelné jako nadorové biomarkery, popf. jako protinddorova lé¢iva (Obrazek 12, str. 39)
(Kloudova-Spalenkova et al. 2021).
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Obrazek 12: Schematické znazornéni mnozstvi dikazli v jednotlivych oblastech,

spojujicich oxysteroly s dopady na nadorové bunky a/nebo 1écbu pacienta.
Velikost a vyraznost Sipky zhruba odpovida mnozstvi a kvalité ditkazi. Prevzato z viastni publikace (Kloudova-
Spalenkova et al. 2021).

1.6.2.1. Vliv oxysterolii na onkologickou lé¢bu

Hlavni a nejlépe prozkoumanou oblasti vlivu oxysterolti na onkologickou 1écbu je
nepiekvapivé hormondlni terapie karcinomu prsu, zdidvodu interakce oxysterolil
s hormonalnimi receptory, zejména ERa a ERP. 27-HC mulze svym aktivaénim efektem
narusSovat funkci tamoxifenu, Siroce pouzivaného terapeutika (He a Nelson 2017; Kloudova
et al. 2017; Nelson 2018). Dale bylo naptiklad ukdzéano, ze 27-HC a 25-hydroxycholesterol
(25-HC) mohou in vitro obnovit proliferaci bun¢k potlacenou lé¢ivem fulvestrant (Simigdala
et al. 2016). RovnéZ 7-KC byl popsan jako aktivator ER (Wang et al. 2017b). Tamoxifen
navic prispiva ke vzniku nékterych epoxycholesteroli blokaci komplexu AEBS/ChEH, coz
v disledku napomahé jeho protinddorovému ucinku a ¢imz se mozné mechanizmy vlivu
oxysterolit komplikuji (Segala et al. 2013).

Druhou rozsahlou oblasti je oblast chemoterapie. Zde je nutno podotknout, Ze
v podstaté vSechny dikazy existuji pouze in vitro, ale na druhou stranu jich existuje pomérné
hodné. Vysledky se ale Casto zcela odliSuji v zavislosti na pouzZitych bunéénych liniich,
oxysterolech a terapeutikdch (Kloudova-Spalenkova et al. 2021). Hodi se tedy spiSe
vyjmenovat kombinace, které dosud byly zkoumany. Nejvice zkoumanym je vliv na G¢inek
doxorubicinu, kde bylo u né¢kolika oxysterolti ukdzano, ze mohou snizovat nebo zvySovat
jeho ucinek, a to v bunikéch karcinomu prsu (Wang et al. 2017b), jater (Wang et al. 2013b),
mocového méchyie (Wang et al. 2020), tlustého stfeva (Carvalho et al. 2010) nebo chronické
myeloidni leukémie (Hyun et al. 2002). Dal$imi studovanymi chemoterapeutiky jsou
naptiklad 5-fluorouracil (5-FU), etoposid, daunorubicin nebo vincristin (Hyun et al. 2002;
Rosa Fernandes et al. 2017). Uéinky cisplatiny v kombinaci s oxysteroly byly zkoumany
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v bunikach karcinomu tlustého stfeva (Carvalho et al. 2010) a v buiikéch glioblastomu (Liu
et al. 2019). V bunkach karcinomu zaludku byla studovana kombinace 25-HC a 5-FU, kdy
doslo ke snizeni citlivosti bun¢€k na 1é¢ivo a zvyseni jejich proliferace (Wang et al. 2019b).
Oxysterol dendrogenin A (DDA) v buiikach akutni myeloidni leukémie (AML) zvySoval
ucinnost cytarabinu (Serhan et al. 2020). Pestrost vlivu oxysteroli na ucinek rtznych
chemoterapeutik na riizné typy nadorovych bungk je ilustrovana na Obrazku 13.

Urcité nepfimé dukazy ukazuji na mozny vliv oxysteroli na imunoterapii a
radioterapii, ale zatim nelze mluvit o jasném potvrzeni existence téchto jevi (Kloudova-
Spalenkova et al. 2021).
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Obrazek 13: Vliv oxysteroli na uc¢inek chemoterapeutickych 1é¢iv u rtznych typl

nadorovych bun¢k.

ZvySeni ucinku — Sipka nahoru. Snizeni ucinku — Sipka dolii.. 43-OHC - 4f-hydroxycholesterol. 7a-OHC - 7a-
hydroxycholesterol. 7-KC — 7-ketocholesterol. 25-OHC — 25-hydroxycholesterol. 27-OHC — 27-
hydroxycholesterol. AML — akutni myeloidni leukémie. CML — chronicka myeloidni leukémie. DDA —
dendrogenin A. Prevzato z vilastni publikace (Kloudova-Spalenkova et al. 2021).

1.6.2.2. Potencial oxysterolii jako biomarkeri a protinddorovych 1é¢iv

V posledni dob¢ jsou oxysteroly zkoumany z hlediska jejich potencidlniho vyuziti
jako biomarkert pro diagnostiku, uréeni progndzy a pro predikci uc¢inku terapie nadorovych
onemocnéni. Studie zpravidla méfi hladiny jednotlivych oxysteroll v séru, popt. plazmé,
nebo v tkdni onkologickych pacientl a kontrolnich zdravych dobrovolniki. Zde je zdaleka

nejzkoumanéjs$i molekulou 27-HC. Dvé¢ studie zaméfené na jeho hladiny v krvi pacientek
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s nadorem prsu neodhalily jasnou asociaci s onemocnénim nebo rizikem jeho vzniku, ale
v jednom piipadé byl pozorovan mnohem vétsi rozptyl hodnot u pacientek oproti kontrolam
(Wu et al. 2013) a v druhém byla pozorovana negativni asociace hladiny 27-HC a rizika
vzniku nadoru u postmenopauzalni podskupiny pacientek (Lu et al. 2019). V nedavné studii
hladiny oxysterol 27-HC a 70-HC v séru asociovaly s velikosti nddoru prsu, hladiny
cholestan-3f,5a,6B-triolu (ChT) a 5B,6B-EC se stddiem nemoci, a hladina ChT navic
s délkou prezivani pacientek (Kloudova-Spalenkova et al. 2020). Dale bylo pozorovano, ze
hladiny fady oxysterolil se mohou vyznamné ménit u pacientek s karcinomem prsu po 1é¢bé
tamoxifenem, popft. po chirurgické resekci nadoru (Dalenc et al. 2017; Soucek et al. 2018).
25-HC byl navrzen jako biomarker progrese karcinomu prsu (Dalenc et al. 2017).
V metabolomické studii rozdé€lovala hladina 5a,60-EC pacienty s karcinomem pankreatu a
zdravé kontroly (Gangi et al. 2016). 7B-HC byl navrzen jako biomarker rizika vzniku
karcinomu plic (Linseisen et al. 2002). Dalsi typy onemocnéni, kde byly studovany hladiny
oxysterolli v krvi pacienti, je karcinom Zzaludku (Guo et al. 2018), tlustého stieva a
konec¢niku (Rossin et al. 2019), moc¢ového méchyte (Wang et al. 2020), a glioblastomu (Liu
et al. 2019). Vyzkum v této oblasti je bohuzel zna¢né komplikovan tim, ze metody stanoveni
oxysterolii jsou velmi obtizné a existuji velké rozdily v protokolech (a vysledcich)
jednotlivych laboratofi (Kloudova-Spalenkova et al. 2021).

Jiz pted vice nez dvaceti lety byly poprvé popsany proapoptotické a protinadorové
ucinky oxysterolt (Bischoff et al. 2000). Ve studii osmi endogennich a 22 syntetickych
oxysterolll byla pozorovéna vysoka cytotoxicka aktivita dvou endogennich a jednoho
syntetického oxysterolu proti leukemickym buiikdm LAMA-84 (Carvalho et al. 2010).
V rozsahlejsi studii na sedmi nadorovych a dvou nenadorovych bunéénych liniich stejni
autofi ukazali pét oxysterolovych derivatl, které byly selektivné vice cytotoxickeé viici
nadorovym buiikdm neZ bunkdm nenadorovym (Carvalho et al. 2011). ProtoZze 200,22(R)-
dihydroxycholesterol je schopen inhibovat drahu Hh v mySim modelu fibroblastii (Wang et
al. 2017a), byla na jeho zéklad€ provedena screeningova studie 70 strukturnich analogt,
jejimz vysledkem byla syntéza Oxy186, nového oxysterolu, u néhoz byla posléze dokazana
inhibi¢ni funkce drahy Hedgehog v buiikach karcinomu plic a pankreatu in vivo (Wang et
al. 2019a). Druhou nadéjnou molekulou je Oxy210, jenZ inhibuje Hedgehog, ale navic 1
TGF-Beta drahu v bunkach karcinomu plic, a navic zesiluje anti-proliferaéni ucinek
karboplatiny (Stappenbeck et al. 2019). Zajimavou latku piedstavuje oxysterol dendrogenin
A (DDA), ktery se ukazal 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 drahy — ziarodecné varianty ovliviiujici nadorova
onemocnéni

Pro genomicky vyzkum role oxysteroli v onkologickych onemocnénich je nejprve
nutné znat, které geny nebo jejich produkty s oxysteroly piimo interaguji. Somatické
varianty byly dosud zfidka zkoumany v kontextu oxysterolovych drah a navic pomérné
kratkou dobu. Pro podstatné déle studované varianty zarodecné jiz fada vysledka existuje
(viz dale), ackoli jde zpravidla o vedlejsi nalezy ze studii bez pfimého zaméfeni na

oxysterolovou problematiku. Zlepsit tuto situaci je jednim z cilt této disertacni prace.
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Obrazek 14: Schematické zndzornéni péti hlavnich skupin genii/molekul interagujicich

s oxysteroly, které teoreticky mohou mit vliv na chovéani nadorové buiky.
Prevzato z viastni publikace (Holy et al. 2018).

Geny interagujici s oxysteroly mizeme zhruba rozdélit do péti skupin (Obrazek 14).
Jedna se zaprvé o geny zodpovédné za homeostazu a biosyntézu sterolti, dile geny piimo
metabolizujici oxysteroly, skupinu proteint vazajicich oxysteroly (angl. ,,oxysterol-binding
proteins, OSBPs), skupinu receptorti vazajicich oxysteroly, a nakonec ABC transportéry (z
angl. ,,ATP-binding casette*), které oxysteroly pfendsi nebo jsou jimi ovlivnény. Skupinu

ABC transportérii je mozno zahrnout rovnéz do skupiny prvni. V této kapitole budou
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pfedstaveny jen nejdulezitéj$i geny z téchto skupin, u nichz byl prokazdn vztah mezi
jednonukleotidovym polymorfismem (SNP), popf. jinou kratkou zarode¢nou variantou, a
nadorovym onemocnénim. Nej¢astéji jde o asociaci s rizikem vzniku onemocnéni nebo s
jeho prognézou, a varianty tedy maji potenciadl jako prediktivni nebo prognostické

biomarkery.

1.6.3.1. Faktory zodpovédné za biosyntézu, homeostazu a transport steroli

Vzhledem k tomu, Ze cholesterol je zadsadni pro tvorbu biologickych membran a fadu
dalSich procesii, neni piekvapivé, ze jeho metabolizmus je deregulovan v nadorovych
buiikéch (Kuzu et al. 2016). Zvysené hladiny cholesterolu oproti nenadorovym bunikdm byly
nalezeny v fad¢ nadort (Smith a Land 2012, s. 1) a akumulace intracelularniho cholesterolu
ptispiva k potlacovani proapoptotickych signala a ptispiva k chemorezistenci (Kuzu et al.
2016; Montero et al. 2008).

Geny zasadni pro biosyntézu cholesterolu se v fad¢ ptipadli ukézaly rovnéZ jako
schopné interakce s oxysteroly. Naptiklad hydroxymethylglutaryl koenzym A reduktaza
(HMGCR) klicova v tzv. mevalonatové draze biosyntézy cholesterolu (Buhaescu a Izzedine,
2007), obsahuje vazné misto pro oxysteroly (konkrétné¢ 25-HC a 27-HC), které mohou svou
pfitomnosti podpofit ubiquitinaci HMGCR a jeho néslednou proteolytickou inaktivaci
(Lange et al. 2008; Sever et al. 2003; Song a DeBose-Boyd 2004). Nejedna varianta
v HMGCR byla studovana v souvislosti s nadory, predevs§im kolorekta a prostaty (Bull et al.
2016; Lipkin et al. 2010; Medina 2010; Orho-Melander et al. 2017). Gen DHCR?7, jehoz
proteinovy produkt mimo jiné katalyzuje pifemény nékterych epoxycholesterolli a
dihydroxycholesterolil (de Medina et al. 2010; Newman et al. 2005), je studovan velmi Casto,
vzhledem k jeho zasadnimu postaveni jako posledniho enzymu tvorby cholesterolu a v draze
vitaminu 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
mediatorem efekti tamoxifenu (téch nezavislych na estrogenovém receptoru), lé€iva Casto
pouzivaného pro terapii karcinomu prsu (Kedjouar et al. 2004). Na AEBS se navic dokazi
navazat nékteré oxysteroly a ménit jeho aktivitu (de Medina et al., 2011; Hwang a Matin,
1989). Varianty v DHCR7 tedy maji tedy teoreticky potencidl ovliviiovat chovani
nadorovych buné¢k vystavenych chemoterapii, popft. jejich chovani obecné.

Regulace homeostazy cholesterolu je zajisténa predevsim takzvanou drahou SREBP
(z angl. ,sterol regulatory element-binding protein®), kterd je lokalizovana hlavné
v endoplasmatickém retikulu buniky. SREBP (geny SREBFI a SREBF?2) jsou proteiny
dimerizujici s proteinem Scap v pfipadé nizké hladiny cholesterolu v bunice. Tento komplex
poté cestuje do Golgiho aparatu, kde je proteolyticky aktivovan protedzami MBPTSI a
MBTPS2. Doména SREBP piedstavujici transkripéni faktor je poté translokovana do jadra,
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kde indukuje transkripci genli zodpovédnych za biosyntézu a import cholesterolu do buriky.
Pokud je cholesterolu nadbytek, tato doména naopak vaze protein Scap a znemoziuje mu
piejit do Golgiho aparatu. Misto toho se tento dimer vaze na proteiny Insig (INSIGI a
INSIG?2), které predstavuji dalsi dilezitou soucast systému. Zde se projevuje zasadni vliv
oxysterolll (rovnéz ptitomnych pii nadbytku cholesterolu), které se vazi na vznikly neaktivni
trimer Scap-SREBP-Insig a dale ho stabilizuji. SREBP je tim udrzeno v endoplazmatickém
retikulu (Howe et al. 2016; Sato 2010). Dal§imi komponentami jsou protein erlin 1 (ERLINIT)
a erlin 2 (ERLIN2), které jsou rovnéz schopny vazat SREBP a podpofit jeho inaktivaci
(Howe et al. 2016; Huber et al. 2013). Varianty v genech SREBP systému maji v n¢kterych
studiich, zejména celogenomovych asociacnich (angl. ,,genome-wide association study*,
GWAS), slabé, ale nezanedbatelné vazby na karcinom endometria (SREBFI) (Qiu et al.
2014), jicnu (INSIG2) (Chattopadhyay et al. 2010), popt. prostaty nebo plic (ERLINI)
(Barnett et al. 2014; McKay et al. 2017).

Dilezitou skupinou molekul pro transport cholesterolu a jeho derivati jsou ABC
transportéry. Tato rozsahld skupina obsahuje sedm rodin, z nichz rodiny A, B, C, D a G
transportuji lipidy (Pohl et al. 2005; Quazi a Molday 2011). Co se tyce transportu oxysterold,
jen u dvou ABC transportérii je pfimo prokdzano, ze transportuji oxysteroly (25-HC pies
ABCAL1 (Aye et al. 2010; Quazi a Molday 2011) a n¢kolik oxysterolii pies ABCG2 (Aye et
al. 2010; Engel et al. 2014; 2007)). Pro ABCG5 a ABCGS8, které ve form¢ heterodimeru
transportuji cholesterol, a teoreticky by mohly byt schopny pifendSet i oxysteroly
(Hovenkamp et al. 2008), to ale dosud nebylo prokdzano. Aktivita fady dalSich ABC
transportérti, napt. ABCAI (Costet et al. 2000; Hozoji et al. 2008; Venkateswaran et al.
2000), ABCBI (ElAli a Hermann 2012), ABCC1I (ElAli a Hermann 2012), ABCC?2 (Chisaki
et al. 2009), ABCG1 (Venkateswaran et al. 2000), ABCG4 (Engel et al. 2001), ABCGS5 (Repa
et al. 2002), ABCGS8 (Repa et al. 2002), je oxysteroly ovlivnéna. Studovanym v kontextu
onkologie je za prvé ABCA1 (gen ABCAI), jenz se podili na vyplavovani chemoterapeutik
a jeho varianty ovliviluji odpovéd’ na chemoterapeutickou 1éc¢bu, popt. pieZiti pacientl
s n€kolika typy nadort (viz citace v piehledovém clanku (Holy et al. 2018)). ABCB1 (gen
ABCBI), neboli P-glykoprotein, popi. MDR1 (z angl. ,,multidrug resistance protein 1%) je
nejzndméjSim ABC transportérem a podili se na transportu obrovského mnozstvi latek,
mimo jiné 1é¢iv, ven z bunky. Proto je (nejen) geneticky zdaleka nejprostudovanéjsim ABC
transportérem a jeho vazba na onkologii je velmi silnd v mnoha smérech (Ankathil 2017;
Tulsyan et al. 2016; Wolking et al. 2015). Piibuzné ABCC1 (angl. ,,multidrug resistance-
associated protein 1, MRP1; gen ABCCI) a ABCC2 (MRP2; gen ABCC?2) rovnéz ovliviiuji
nadorova onemocnéni ve velké mife (Bruhn a Cascorbi, 2014; Kunicka a Soucek, 2014; van
der Schoor et al., 2015).
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1.6.3.2. Enzymy metabolizujici oxysteroly

Enzymy participujici na metabolizmu oxysterolll 1ze rozdélit na dvé skupiny, a to
transferazy nebo oxidoreduktazy. Z transferdz stoji za zminku sterol-O-acyltransferazy 1 a
2 (geny SOATI a SOAT2), provadéjici esterifikaci cholesterolu a oxysterolil, a lecithin-
cholesterol acyltransferaza (LCAT) (Brown et al. 2000; Brown a Jessup 2009; Russell 2000).
Sulfotransferazy kédované dvéma geny (SULT2A1 a SULT2B]1) figuruji v fad¢é onkologicky
zaméfenych studii zdrode¢nych variant. SULT2AT je kli¢ova pro syntézu zlu¢ovych kyselin,
zatimco SULT2B1b sulfatuje cholesterol. Kromé cholesterolu ochotné sulfatuje i mnoho
ketocholesterolii, hydroxycholesterolii a epoxycholesteroli (Brown et al. 2000). SULT2A1
a SULT2B1a rovnéz sulfatuji oxysteroly, ale s niz$i afinitou a rychlosti (Fuda et al. 2007).
Mutace v SULT2B1 jsou studovany v souvislosti s nadory prsu, endometria a prostaty (Holy
et al. 2018).

Z oxidoreduktdz metabolizujicich oxysteroly je tfeba zminit cholesterol
25-hydroxylazu (CH25H) (Russell 2000), cytochrom P450 46A1 (CYP46A1), hydroxylujici
pozici 24 v cholesterolu (Russell 2000), a 3B-hydroxysteroid dehydrogenazu typ 7
(HSD3B7) (Russell 2003), vyuzivajici oxysteroly pro syntézu zlucovych kyselin.

Cytochromy P450 3A4 a 3A5 (CYP344 a CYP345) jsou blizce pfibuzné enzymy,
exprimované predev§im v jatrech a tenkém stfevé, a oxidujici Siroké spektrum substratil.
Jsou klicovymi enzymy prvni faze metabolizmu xenobiotik a lipidd, mimo jinych
(Wilkinson 1996). Figuruji ale 1 v chemickeé karcinogenezi, kde aktivuji prokarcinogeny jako
benzo[a]pyren (Shimada et al. 1989). Oxysterol 4B-HC je produkovan témito enzymy
z cholesterolu a je endogennim indikatorem jejich aktivity (Bodin et al. 2002; 2001;
Diczfalusy et al. 2011; Mao et al. 2017). CYP3A4 a CYP3AS dohromady metabolizuji vice
nez 50% vsech 1é¢iv, vEetné onkologickych 1é€iv jako docetaxel, paclitaxel, doxorubicin,
irinotecan, vinblastin, vincristin, cyklofosfamid, etoposid, gefitinib, imatinib nebo sunitinib
(Deenen et al. 2011; Guengerich 1999; Flockhart 2007). Kviili vysoké diilezitosti téchto
enzymu je historicky vyzkum jejich polymorfisma velmi aktivni. Navzdory tomu vyznam
velké Casti variant pro onkologii zistava kontroverzni. Urcitou, ale stale nepiesvédcivou
shodu nasly meta-analyzy u vlivu CYP344*IB (rs2740574) na riziko vzniku karcinomu
prostaty (He et al. 2014; Wang et al. 2013a; Zhou et al. 2013).

Cytochromy P450 7A1 (CYP7A41), 11A1 (CYP11AI), 27A1 (CYP2741) a 39A1
(CYP39A41) se riznymi zpusoby podileji na tvorbé hydroxylovych a/nebo ketonovych
derivath cholesterolu oxidaci riznych pozic jak na kruzich, tak na postrannich fetézcich.
Spojitosti SNP v CYP7A41 a CYP39A1 s nadorovymi onemocnénimi nebyly dosud spolehlivé
popsany, ackoli nekteré mensi studie se o to pokousely. Mnohem vét§i mnozstvi studii ale
existuje v ptipadé CYPI11A41, jehozZ produkt se rovnéZ obc¢as nazyva P450scc (z ang. ,, side-

chain cleavage cytochrome P450%), ktery je mimo jiné zdsadnim enzymem biosyntézy
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pregnenolonu z 200,22B-dihydroxycholesterolu (Burstein et al. 1975; Mast et al. 2011), a
studovan je tedy v souvislosti s hormonaln¢ fizenymi nadory. Ackoli byla fada variant
v mnoha studiich asociovana s riznymi aspekty chovani (zejména rizika vzniku) nadort
prsu, prostaty a endometria, dikazy jsou spise roztfisténého charakteru a neexistuje jasny
konsenzus, ktery by mohl v blizké dob& vést k vyuziti téchto variant jako biomarkert
v klinické praxi (Holy et al. 2018). Cytochrom P450 27A1 (CYP27A41) je obdobné studovan
v souvislosti s jeho funkci pfemény cholesterolu na 27-HC, coz je prvni krok v jedné z drah
tvorby zluovych kyselin. Katalyzuje ale i Sirokou fadu dalsich reakci cholesterolovych
derivatd (Bodin et al. 2002; Cali a Russell 1991; Endo-Umeda et al. 2014), a mimo jiné se
podili 1 na metabolizmu vitaminu D (Jones et al. 2014). Mutace v tomto genu zpusobuji
zvySeni ukladani cholesterolu a cholestanolu v tkanich, coz miZze vést k mnoha
neurologickym i jinym problémtim (Cali et al. 1991; Nie et al. 2014). Ackoli byla provedena
rada studii, zatim se nepodatilo spolehlivé potvrdit vazbu nékterého SNP k onkologickému

onemocnéni (Holy et al. 2018).

1.6.3.3. Proteiny vazajici oxysteroly (OSBPs)

Tzv. protein vazajici oxysteroly (z angl. ,,oxysterol-binding proteins*, OSBPs) jsou
skupinou zatim dvanacti proteind, které obsahuji specifickou OSBP, popi. ORD/OHD
(OSBP homolog) doménu, schopnou vazat oxysteroly a cholesterol, popt. ergosterol nebo
glycerofosfolipidy (Jaworski et al. 2001; Olkkonen a Li 2013). OSBPs se jako nitrobunécné
senzorické molekuly podileji na Sirokém spektru fyziologickych procest, napf. transportu
lipidi a sterold a jejich metabolizmu, signalizaci, buné&né adhezi, nebo vesikularnim
transportu latek (Olkkonen a Li 2013). Studovany jsou i1 ve spojitosti s onkologickymi
ukazateli, jako je rdst a invazivita nadorovych bunék, popt. progrese nadorového
onemocnéni (Du et al. 2017). Rozdily v expresi nékterych OSBPs byly pozorovany napt. u
pankreatického duktalniho karcinomu (Li et al. 2017), cholangiokarcinomu (Loilome et al.
2012), nebo karcinomu zaludku (Guo et al. 2016). Ackoli z genetického hlediska byla zatim
tato skupina pomérn€ malo studovana ve spojitosti s nadory, existuji urcité¢ nadéjné indicie,
ze varianty napt. v OSBPL3 mohou ovliviiovat karcinom prsu (Lefebvre et al. 2016), nebo
ze by varianty v OSBPLI0 mohly pfedstavovat potencidlni biomarkery pro karcinomu

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

Receptory vazajici oxysteroly jsou dvojiho druhu: jaderné receptory (transkripcni
faktory) a membréanové receptory (rizné signalizacni role).

Nejznaméjsimi, a takzvanymi kanonickymi receptory oxysterolt jsou LXR (z angl.
»Liver X receptors®), zdsadni senzory cholesterolové homeostazy. Vyskytuji se ve dvou
izoformach, a to LXRa (gen NRIH3) a LXRP (gen NRIH2). Mezi jejich agonisty a
antagonisty patii desitky oxysterolll (Komati et al. 2017; Mutemberezi et al. 2016). LXR se
dimerizuji s retinoidovym X receptorem (RXR) a spole¢né nasedaji na promotéry cilovych
gent,, ¢imz aktivuji jejich transkripci (Fessler 2018). LXR jsou kli¢ové pro regulaci
biosyntézy, metabolizmu a transportu cholesterolu skrze stimulaci tvorby enzymd,
membranovych transportérti a fady jinych proteini (Ma et al. 2017). Krom¢é metabolizmu
lipidi figuruji LXR i v mechanizmech imunitniho systému a zanétlivych procest (Fessler
2018; Ma et al. 2017; Schulman 2017; Waddington et al. 2015), a endokrinniho systému
(Maqdasy et al. 2016). Studuji se ale i kontextu onkologickém, kde pifedstavuji slibné
terapeutické cile (Bovenga et al. 2015; De Boussac et al. 2013; Ju et al. 2017; Lin et al.
2016). Pokud jde o roli zarode¢nych variant v genech NRI/H3 a NRIH?2 v nadorech, mnoho
vztahl zatim zdokumentovano nebylo, kromé vyjimek (Chen et al. 2016; Sharma et al. 2014;
2013).

Naprosto nejzasadnéj$imi jadernymi receptory interagujicimi s oxysteroly jsou ale
estrogenoveé receptory alfa (ERa, gen ESRI) a beta (ERP, gen ESR2). Oba tyto receptory
zprostifedkovavaji estrogenovou signalizaci v tkanich a jejich funkce se do urité miry
prekryvaji. Jsou mezi nimi ale i rozdily, napt. ERa se vice podili na bunééném ristu, zatimco
ERp figuruje vice v signalizac¢nich drahéch, apoptoze a kontrole bunééného cyklu (Jia et al.
2015). Z hlediska oxysteroltl je nejpodstatné;jsi interakce s 27-HC, ktery muze slouzit jako
selektivni moduldtor estrogenového receptoru (SERM) (Lee et al. 2014; Umetani et al.
2007). Kromé toho bylo ukézéano, ze i 7-KC a 25-HC mohou s ER interagovat (Lappano et
al. 2011; Wang et al. 2017b). Rozsah vyzkumu polymorfismt v ESRI a ESR2 je obrovsky
(Figtree et al. 2009; Khan et al. 2022). Hlavnim typem zkoumaného nddorového onemocnéni
je karcinom prsu, kde SNP ovliviiuji predevsim efektivitu hormondlni 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), dale pak karcinom prostaty, kde méni
riziko jeho vzniku a jsou potencidlnimi prognostickymi faktory (Sun et al. 2015; Wang et al.
2013c). Dikazy existuji 1 pro OVC (Kyriakidis a Papaioannidou 2016). Dale jsou tyto
varianty spojovany s nadory v mnoha GWAS (Holy et al. 2018).

Receptory ROR (z angl. ,,retinoic acid receptor-related orphan receptors*), dilezité
pro metabolizmus lipidil a glukdzy, se podili 1 na regulaci cirkadidnniho rytmu a tvorbé
pomocnych T lymfocyti (Jetten 2009; Zhang et al. 2015). Dva ze tii ROR, a to RORa
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(RORA, diive NRIF1) a RORy (RORC, diive NRIF3) vazou celou fadu oxysteroll, pfi¢emz
kompatibilni oxysteroly a jejich ucinky jsou stejné pro oba receptory. Pro RORA byla
nalezena cela fada spojitosti s onkologickymi ukazateli, a to s prognézou karcinomu prsu
(Rafiq et al. 2013) nebo rizikem jeho vzniku (Benna et al. 2017; Taheri et al. 2017; Truong
et al. 2014), a dale s rizikem vzniku karcinomu plic (Wang et al. 2015) nebo pankreatu
(Cotterchio et al. 2015), popt. melanomu (Li et al. 2018a).

Receptor PXR (z angl. ,,pregnane X receptor®, gen NR/I2) je znamym senzorem
xenobiotik a reguluje transkripci mnoha enzyma metabolizujicich 1éCiva (napt. CYP3A44),
nebo jejich transportéra (napt. ABCBI). Rovnéz se podili na metabolizmu glukézy a lipidi
(Chai et al. 2013; He et al. 2017; Koutsounas et al. 2013b). V disledku vysokého mnoZzstvi
ligandi a funkci PXR, je tento receptor Casto studovan ve spojitosti s onkologii. Zmény
exprese a polymorfismy PXR maji rozsahlé dopady na karcinogenezi, proliferaci,
metastazovani, zanétlivé procesy a oxidativni stres (Koutsounas et al. 2013b; 2013a;
Pondugula et al. 2016; Pondugula a Mani 2013). Rovnéz maji vliv na chemoterapii (Zhuo et
al. 2014), napi. farmakokinetiku a farmakodynamiku docetaxelu a irinotekanu (Pondugula
et al. 2016). Potencial PXR jako prediktoru odpovédi na chemoterapii, popi. jako
terapeutického cile, je nesporny (Koutsounas et al. 2013a; Pondugula et al. 2016; Pondugula
a Mani 2013). SNP v tomto genu jsou navic spojovany piimo s rizikem vzniku nadord, napf.
plic, tlustého stfeva a konecniku, lymfatického systému, nebo jicnu (Pondugula et al. 2016).

Z né€kolika membranovych receptorti interagujicich s oxysteroly je nejdilezitéjSim
G-proteinovy receptor Smoothened (Smo, gen SMO), kliCovy protein signaliza¢ni drahy
Hedgehog, zodpovédné za embryondlni vyvoj, ale jejiz inhibice je pouzivana jako
terapeuticky zasah v riznych typech nadorti (Dong et al. 2018; Wu et al. 2017; Xin et al.
2018). Smo je aktivovan n€kolika oxysteroly (Daggubati et al. 2022). Dopad polymorfismt
SMO je velmi Siroky, ale z nador( se jedna spiSe o ty vzacnéjsi (Otsuka et al. 2015; Pellegrini
et al. 2017; Yuzawa et al. 2016).
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2. Hypotézy a cile prace

1) Vzhledem k prokédzanym vlivim oxysterolll na rtizné aspekty karcinomu prsu je
mozné, ze rovnéz geneticka variabilita v genech oxysterolovych drah ma vliv na onemocnéni
nebo jeho 1écbu.

Cilem ¢. 1 je proto porovnat profily zarodecnych a somatickych variant v téchto
genech u souboru pacientek s karcinomem prsu, rozdéleného podle klinickych faktori,

véetné délky prezivani.

2) Protoze geneticka variabilita je pouze jednim aspektem mozného putisobeni
oxysterolovych gentl, je potencidlné vyhodné genomicka data doplnit o data exprese mRNA
téchto gent, popft. o data exprese regula¢nich molekul jako miRNA.

Cilem ¢. 2 je zjistit, zda kombinace téchto dat miiZe vést k odhaleni funk¢nich

mechanismi, popF. k zpiesnéni prediktivniho nebo prognostického potenciilu variant.

3) V oblasti OVC dochazi v posledni dobé k dopliiovani a zptesnovani molekularni
charakterizace a klasifikace. Stale ale chybi mimo jiné genomické biomarkery umoziujici
predikci odpovédi na 1écbu derivaty platiny.

Cilem ¢&. 3 je proto komplexni porovnani mutaénich profili pacientek citlivych

a rezistentnich na 1é¢bu, které by mohlo poskytnout kandidatni geny nebo drahy.

4) Pro predikci a prognostiku u CRC rovnéZ chybi spolehlivé genomické biomarkery.
Vyzkum v této oblasti je soustfedén zejména na primarni nadory a asto opomiji metastazy,
které jsou zasadni pro letalitu onemocnéni.

Cilem ¢. 4 je komplexni porovnani mutacnich profili v pomérné
vzacnych parovych vzorcich primarnich nadori a metastaz, podrobna dokumentace
rozdili a poskytnuti zakladu pro dalSi studie v této oblasti.
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3. Material, metody a pacienti

| Pacientky s karcinomem prsu | | Pacientky s ovarialnim karcinomem | | Pacienti s kolorektdlnim karcinomem |

[ RNA J [ DNA z krve l DNA DNA )
z primarniho nddoru | | nebo nenadorové tkané z primarniho nadoru z jaterni metastazy |

] | |
BC(III)l BC (Il1) l BC (1) [ ovC (V) ovC (IV) | | CRC (V1)
Sekvenovani mRNA Mikrogipy pro miRNA BC (11} Panelové ovc (V)| Celoexomové
transkriptomu transkriptom ovc (v)| sekvenovani DNA crc (vi)|  sekvenovani

BCL data | | Extrakce dat | BCL data ) -
Demultiplexovani

Kontrola kvality

FASTQ data Trimming

Demultiplexovani
Kontrola kvality

Trimming By 1 :
- Matl(.:e |I:1t:2l\2lt { Mapovani na referen¢ni sekvenci
signalt
FASTQ data BAM data Detekce variant
Anotace Filtrace
Kvantifikace Normalizace Anotace VCF data
Anotace Filtrovani Konverze
Finalni
CNV
- " VCF/MAF data
Matice exprese Matice exprese
mRNA miRNA 1
Zarodetné Somatické
varianty varianty
Korelaéni analyza l—‘
Sitova analyza
Analyza diferencialni Multiomické Analyza diferencialni mutovanosti
exprese aj. modelovani aj. Mutacni podpisy aj.
N J

[

| Statistické analyzy s klinickymi daty |

Obrazek 15: Schematické znazornéni postupti pii zpracovani vzorki a dat ve studiich, které
jsou podkladem této prace.

Kroky oznacené Sedou barvou neprovadél autor. BC — karcinom prsu, OVC — ovarialni karcinom, CRC —

kolorektalni karcinom. V zavorce uvedeno cislo prilohy disertacni prace, kterd ndlezi k prislusné studii.
V této kapitole jsou struéné shrnuty metody, které byly provadény v ramci feSeni

vyzkumnych cili predkladanych v této praci. VSechny prace provadél autor, neni-li uvedeno
jinak. Podrobnéjsi popisy metod, materiall a pacientll zahrnutych ve studiich, jsou uvedeny
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v prislusnych publikacich a jejich suplementech, jenz predstavuji pfilohy této prace.

Schematické znazornéni pouzitych postupti je vykresleno na Obrazku 185, str. 50.

3.1. Pacienti

Ve studiich feSenych v ramci této disertacni prace byly vyuzity vzorky krve a tkani
(nenadorové, primarni nddorova, metastatickd) pacienti s karcinomem prsu, ovarii nebo
kolorekta. Vzorky byly ziskdny v rdmci spoluprace s Fakultni nemocnici Kréalovské
Vinohrady, Fakultni nemocnici v Motole, Fakultni nemocnici v Plzni, Fakultni nemocnici
v Hradci Kralové a Nemocnici EUC Zlin. VSichni pacienti byli pfedem informovani o
charakteru studii a podepsali Informovany souhlas pacienta o zafazeni do probihajicich
studii. VSechny postupy prob&hly v souladu s Helsinskou deklaraci zr. 1964 a byly
schvdleny Etickymi komisemi (EK) pfisluSnych nemocnic, piipadné navazujicich
Iékaiskych fakult, a Statniho zdravotniho Gstavu (SZU). Detailni data o pacientech, stejné
jako konkrétni schvalovaci ¢isla EK, jsou uvedeny v jednotlivych publikacich, které jsou
prilohami této prace. Pro validaci nékterych vysledki byla vyuzita vetfejné¢ dostupna
genomicka data z projektd 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 zpracovani genetického materialu

Izolaci DNA a RNA ze vzorkl od pacientek s karcinomem prsu a ovaria provadeél
kolektiv kolegii ze SZU, véetné autora. DNA zkrve byla ziskana standardni metodou
fenol/chloroformové extrakce a precipitaci etanolem (Topi¢ a Gluhak 1991), nebo pomoci
magnetické separace pfistrojem Kingfisher mL (Thermo Fisher Scientific). DNA z Cerstvé
zamrazené (uchované pii -80 °C) nadorové 1 nenadorové tkané byla izolovana, po rozdrceni
v tfeci misce s tlouckem pod tekutym dusikem, metodou fenol/chloroformové extrakce a
precipitaci etanolem, a dale kity AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit (QIAGEN), DNEasy
Blood & Tissue Kit (QIAGEN). DNA byla kvantifikovana pomoci Quant-iT PicoGreen
dsDNA Reagent Kit (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific) a destickového fluorescen¢niho
spektrofotometru Infinite M200 (Tecan Group Ltd.) nebo Qubit dSDNA Assay na pfistroji
Qubit 4 (oboje Thermo Fisher Scientific).

Izolaci DNA z kolorektalnich karcinomt a jejich metastdz provadely kolegyné Ing.
Simona Stsova a MVDr. Lenka Cervenkova (Lékaiska fakulta Univerzity Karlovy)
z parafinovych blokd po fixaci formalinem (angl. ,,formalin-fixed, paraffin-embedded*,
FFPE). K tomu byl pouzit RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Thermo
Fisher Scientific. DNA byla kvantifikovana pomoci kitu FFPE QC Kit (Agilent) nebo Qubit
dsDNA Assay.
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Celkova RNA ze vzorkl karcinomu prsu a ovarii byla izolovana kitem AllPrep
DNA/RNA/Protein Mini Kit. Ke kvantifikaci byl pouzit Quant-iT RiboGreen RNA Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific) na pfistroji Infinite M200. Pfistroj Bioanalyzer 2100 a kit
RNA 6000 Nano (oboje Agilent) byly pouzity ke stanoveni kvality RNA, tj. ¢isla integrity
(angl. ,,RNA integrity number®, RIN).

Cistota DNA a RNA byla kontrolovana pomérem absorbanci pii 260 a 280 nm (také
260 a 230 nm) a v celém meéfitelném absorpcnim spektru piistrojem NanoDrop 2000
(Thermo Fisher Scientific).

3.3. Sekvenovani DNA a RNA

3.3.1. Priprava knihoven a sekvenace

Ptiprava knihoven pro DNA sekvenovani kity spolec¢nosti Agilent (viz dale) nebyla
puvodné na pracovisti zavedena. Autor metodu zavedl a optimalizoval v ramci feseni tikola
této prace. Pripravu knihoven pro panelové DNA sekvenovani provedl autor, v pfipadé
ovarialnich vzorki ve spolupraci s kolegyni Ing. Simonou Stisovou. Pfipravu knihoven pro
celoexomové sekvenovani provedl kolega Mgr. Viktor Hlavac, Ph.D. Ptipravu knihoven pro
sekvenovani RNA z karcinomu prsu provedl autor, z karcinomu ovaria pak Mgr. Karolina
Seborova, Ph.D. Sekvenace probéhly ve spolupraci s Ustavem molekularni genetiky
Akademie véd CR v Praze a firmou Institute of Applied Biotechnologies v Olomouci.

Knihovny pro panelové DNA sekvenovani vzorkl pacientek s karcinomem prsu, a
pro celoexomovée sekvenovani, byly pfipraveny ze 100-200 ng genomické DNA pomoci kitu
SureSelect XT Low Input Target Enrichment System for [llumina Paired-End Multiplexed
Sequencing Library (Agilent) dle manualu vyrobce. Knihovny pro panelové sekvenovani
vzorkll od pacientek s karcinomem ovarii byly pfipraveny kitem SureSelect XT HS2
(Agilent), kdy byl oproti navodu vyrobce sniZen pocet cykll PCR pii1 amplifikaci knihoven
pied nabohacenim o Ctyfi az pét v disledku vysoce efektivni amplifikace a za icelem snizeni
poctu duplikatl v sekvenaci. Oba postupy obndsi cilené nabohaceni Zadoucich sekvenci
DNA pomoci specifickych sond vazanych na magnetické kuli¢ky. V ptfipad€é panelového
sekvenovani se jednalo o Custom SureSelect XT Capture Library (Agilent), v ptipadé
celoexomového pak o SureSelect XT Human All Exon V7 Capture Library (Agilent).
Sekvenace smési knihoven byla provedena na platformé NextSeq 500 (Illumina)
s MidOutput kitem nebo NovaSeq 6000 s SP Reagent kitem (Cteni 2x150 bazi) v ptipadé
panelového sekvenovani a na piistroji NovaSeq 6000 s S4 Reagent kitem (Illumina, 2x150
bazi) pro celoexomové sekvenovani.

Knihovny pro RNA sekvenovani byly pfipraveny z 500 ng celkové RNA pomoci
kitu QuantSeq 3'mRNA-Seq Library Prep FWD for [llumina (Lexogen) dle navodu vyrobce.
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Vzorky s RIN >3.5 byly zpracovany dle standardniho protokolu, zatimco malé ¢ast vzorkl
s RIN <3,5 byla zpracovana protokolem pro RNA s nizkou kvalitou. Sekvenace ekvimolarni
smési knihoven byla provedena na platformé NextSeq 500 (Illumina) s High Output kitem
(Cteni 1x75 bazi) a cilem 5-6 miliont ¢tecich fragmentl na vzorek.

Kontrola kvality béhem piipravy a po pfipravé knihoven z DNA i RNA byla
provedena pomoci pfistroje Bioanalyzer 2100 s kitem DNA1000, potazmo High Sensitivity
DNA (Agilent) a kvantifikace pomoci kvantitativni PCR (Viia7 — Thermo Fisher Scientific)
dle KAPA Library Quantification Kit for Illumina Platforms (Roche) a fluorescenéné s
vyuzitim piistroje Qubit 4 a Qubit DNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific).

3.3.2. Bioinformatické zpracovani sekvenac¢nich dat

Tato kapitola uvadi souhrnny vycet metod a nastrojii pouzitych pro bioinformatickou
analyzu sekvenacnich dat. Verze jednotlivych néstroji a detailni popis parametrd,
specifickych pro jednotlivé aplikace a studie (panelové nebo celoexomové sekvenovani,
karcinomy prsu, ovaria a kolorekta, rizné typy vzorkl, rizné verze referen¢niho genomu,

aj.), jsou uvedeny v prislusnych publikacich, jez ptedstavuji ptilohy této prace.

3.3.2.1. DNA sekvenovani

Bioinformatickou analyzu dat z panelovych sekvenovani provedl autor. Analyzy
celoexomového sekvenovani provedl autor spolecné s kolegou Mgr. Viktorem Hlavacem,
Ph.D.

Demultiplexovani, tj. roztifidéni datovych souboril pro jednotlivé vzorky na zakladé
shody indexovych sekvenci obsazenych ve fragmentech DNA, bylo provedeno néstrojem
bcl2fastqg  (Illumina). Kontrola kvality dat byla provedena nastroji FastQC

(www.bioinformatics.babraham.ac.uk) a MultiQC (Ewels et al. 2016). Adaptérové sekvence
a baze s nizkou kvalitou ¢teni byly odstranény pomoci programu AGenT Trimmer (Agilent)
nebo Trimmomatic (Bolger et al. 2014). Mapovani na referencni sekvenci (GRCh37 nebo
GRCh38), tzv. ,,alignment*, bylo provedeno pomoci néstroje Burrows-Wheeler Aligner (Li
a Durbin 2009; Li 2013). Deduplikace byla provedena softwarem AGenT Locatlt, nebo
AGenT CReaK (Agilent) v zavislosti na kitu pouzitém pro ptipravu knihoven. Ke kontrole
kvality soubort BAM byly pouzity nastroje Qualimap (Okonechnikov et al. 2016) a
Samtools (Danecek et al. 2021). Pro detekci variant a fadu filtra¢nich kroki (viz ptilohy)
byly pouzity nastroje baliku Genome Analysis Toolkit 4 (GATK, Broad Institute) (Van der
Auwera et al. 2013). Pro detekci somatickych variant byl pouzit nastroj Mutect? a pro

zarode¢né varianty pak HaplotypeCaller dle nejaktualngjsich doporucenych postuptt GATK
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Best Practices (DePristo et al. 2011). Pro ¢teni a manipulaci se soubory VCF, obsahujicimi
nalezené varianty, byly pouzity nastroje vcftools a bcftools (Danecek et al. 2011; 2021). Pro
anotaci variant byly pouzity nastroje Annovar (Wang et al. 2010), Funcotator (GATK),
Variant Effect Predictor (McLaren et al. 2016) a SnpEff (Cingolani et al. 2012). Prevod
variant do formatu MAF byl proveden pomoci vef2maf (Cyriac Kandoth et al. 2018).
Analyzu CNV provedl kolega Mgr. Viktor Hlava¢, Ph.D. Detekce byla provedena
nastrojem CNVkit (Talevich et al. 2016). Signifikantni nalezy byly hodnoceny na zaklad¢
primérné hloubky cteni a tzv. frekvenci B-alely (BAF) jednotlivych segmentii. BAF byla
spocitana z VCF soubort pomoci nastroji VarDict (Lai et al. 2016) a ExomeDepth (Plagnol
et al. 2012). U vzorka CRC a metastdz, kde nebyl k dispozici kontrolni nenaddorovy vzorek,
byly pozadované rozsahy BAF vypocitany z informaci o Cistoté vzorku nddorové tkang,
ktera byla pro kazdy vzorek stanovena podrobnou patologickou analyzou (MVDr. Lenka

Cervenkova).

3.3.2.2. RNA sekvenovani

Kvalita nezpracovanych sekvenacnich dat byla kontrolovana nastroji fastp (Chen et
al. 2018) a FastQC. Transkripty byly anotovany referen¢nim transkriptomem GENCODE
v35 (GRCh38.p13) a kvantifikovany nastrojem kallisto (Bray et al. 2016), pracujicim na
principu tzv. pseudoalignmentu. Vyse uvedené provedla Mgr. Karolina Seborova, Ph.D. Pro
analyzy (krom¢ analyzy diferencialni exprese) byla data normalizovdna aktualné nejCastéji
pouzivanym zplsobem, to jest na transkripty na milion (angl. ,transcripts per million®,

TPM), a transformovéna logaritmem dvou.

3.4. Méreni exprese transkriptomu miRNA pomoci mikrocipi

Tato kapitola popisuje postup celotranskriptomoveé kvantifikace exprese miRNA
pomoci mikro€ipt, a to v DNA z tumort prsu. Laboratorni ¢ast byla provedena kolegyni
Mgr. Veronikou Bouskovou, Ph.D., s pfispénim MUDr. Vojtécha Hani¢ince a ve spolupraci
s autorem. Zpracovani a vyhodnoceni dat provedl autor.

Pro méfeni exprese miRNA v rozsahu celého transkriptomu byl pouzit miRNA
Microarray System s miRNA Complete Labeling and Hyb Kit a SurePrint G3 Unrestricted
miRNA 8x60K v19.0 microarray slides (Agilent) dle manualu vyrobce. Celkova RNA (100
ng na vzorek, RIN>5) byla defosforylovana, oznafena znaCkou Cyanine 3-pCp,
hybridizovdna, omyta, a snimana pomoci pfistroje SureScan Microarray Scanner se
softwarem Scan Control, extrakce dat pak probehla ptes software Feature Extraction (vse
Agilent).
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Pro pocatecni kontrolu kvality, filtrovani a anotaci byl pouzit software GeneSpring
(Agilent). Hodnoty byly kvantilové normalizovany dle standardniho postupu a
transformovany pies logaritmus dvou. Pomoci trojrozmémé PCA (angl. Principal
Component Analysis) byly vylouceny vysoce odlehlé¢ vzorky, vzniklé piesycenim
mikro€ipu. Déle byly eliminovany miRNA s nizkymi hodnotami exprese, které by mohly
byt zkresleny pozadim. Toho bylo dosazeno zachovanim pouze téch, jejichz hodnoty
dosahly alesponi dvacatého percentilu. Zaroven byly vylouceny ty miRNA, jez byly
exprimovany v mén¢ nez 25 % souboru, aby se predeslo statistickym vysledkiim (zejména
korelacim) zaloZzenym na pfili§ malych poctech pacientek. Data byla dale upravena
nastrojem ComBat zaucelem potlaceni tzv. ,batch® efektd, tj. systematickym chybam
zpusobenym pivodem vzorkd (drobné odliSnosti v postupech riznych zdrojovych

nemocnic) a osobami provadéjicimi mefeni (Johnson et al. 2007; Chen et al. 2011).

3.5. Terciarni bioinformaticka analyza a statistické vyhodnoceni

Tzv. terciarni bioinformaticka analyza pracuje s findlnimi vystupy ptedchozich ¢asti
analyzy, tj. s findlnimi spektry variant, maticemi exprese, popf. metylace aj. Cilem terciarni
analyzy je interpretace a validace vysledkd, stejné jako propojeni s dal§imi typy dat, jako

jsou data klinicka.

3.5.1. Sledovana klinicka data

Klinickd data sledovand ve studiich zahrnovala vSechny bézné klinické a
epidemiologické parametry, jako pohlavi, v€k pacienta v dobé diagnézy, u Zen
menopausalni status, histologicky typ a grade onemocnéni, stadium, pfitomnost metastaz ¢i
zasazeni lymfatickych uzlin, residuum po operaci, reZim lécby chirurgické, onkologické
(neoadjuvantni, adjuvantni, paliativni), popft. radiologické. V zéavislosti na diagnoze pak byla
sledovana exprese molekuldrnich markerti (u karcinomu prsu ER, PR, HER2, Ki-67,
molekularni subtyp), mira odpovédi na 1écbu, lokalizace nddoru u CRC, ptipadné zptisob
metastatického postizeni (synchronni vs metachronni) tamtéZ aj. U vSech pacientl byla
sledovana délka celkového preziti a délka pteziti od chirurgického odstranéni nadoru do
progrese onemocnéni. V pfipad¢ ovarialnich nadort byly pacientky rozdéleny dle tzv.
»platinum-free interval® (PFI, nezaméiovat s ,,progression-free interval®, rovnéz uvadéno
jako PFI) na dobfe odpovidajici (,,platinum-sensitive”, PFI>12 m¢ésicl) a Spatné
odpovidajici (,,platinum-resistant®, PFI<6 mésicli a PF1 6-12 mé&sicit). V ptipadé CRC pak
byli pacienti klasifikovani dle odpovédi na paliativni 1é€bu na zaklad€ pravidel RECIST

(Schwartz et al. 2016) na kompletné nebo ¢aste¢né odpovidajici (CR — complete response,
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resp. PR —partial response) a neodpovidajici (SD — stable disease, PD — progressive disease).

Pro podrobnosti viz jednotlivé piilozené publikace.

3.5.2. Analyza genomickych a transkriptomickych vystupi

Metody analyzy variant byly odlisné v jednotlivych studiich a detaily postupt jsou
uvedeny v piiloZzenych publikacich. Obecné byly vyhodnocovany jak jednotlivé varianty
(ptedevsim u zéarodecnych), tak frekvence alteraci v jednotlivy genech, skupinach geni,
nebo drdhach (pfedev$im somatické varianty a CNV). Varianty byly mimo jiné
klasifikovany na zaklad¢ predikce zdvaznosti (ovlivnéni proteinového produktu). Rovnéz
byly klasifikovany pomoci systétmu PANTHER (Mi et al. 2013) a databize KEGG
(Kanehisa a Goto 2000). Byly srovnavany rozdily v mutacnich profilech sledovanych skupin
pacienttl, popt. mezi vzorky primarniho nadoru a synchronni jaterni metastazy (studie CRC),
stejn¢ jako rozdily v klinickych parametrech mezi pacienty mutovanymi a nemutovanymi.
Analyza somatickych variant vyuzivala predev§im ndstroje maftools (Mayakonda et al.
2018). Pro detekci driver gent byly vyuzity softwary MutSigCV, MutSig2CV a GenePattern
(Lawrence et al. 2013; Reich et al. 2006). K vizualizaci CNV byl pouzit nastroj GenVisR
(Skidmore et al. 2016).

Na zédklad¢ somatickych variant nalezenych pomoci celoexomového sekvenovani
byly vyhodnocovéany tzv. SBS mutacni podpisy (z angl. ,single base substitution®,
jednonukleotidové substituce). Mutacni podpisy jsou specifické kombinace typli mutaci
v kontextu jejich bezprostfedniho okoli (trinukleotid), které jsou charakteristické pro fadu
mutacnich procesti v nddorové buiice (Koh et al. 2021). Jejich evidenci a popisem se zabyva
predevsim databaze COSMIC (Forbes et al. 2017). Ackoli znamy jsou rovnéz jiné typy
podpist (dvounukleotidové substituce — DBS, indelové — ID, podpisy dle CNV — CN,
podpisy dle strukturnich zmén — RS, angl. ,,rearrangement signatures®), v této praci byly
vyhodnocovany pouze SBS podpisy, které jsou metodicky 1 interpretacné nejlépe
prostudované a exomova data obsahuji dostatek informace pro jejich stanoveni. Tradi¢né je
stanoveni podpistt provadéno de novo na datech celogenomového a celoexomového
sekvenovani velkého poctu vzorki obtiznou a vypocetné narocnou metodou (Alexandrov et
al. 2020), ale v naSem ptipad¢ byla zvolena metoda tzv. refittingu, tj. srovndvani nalezenych
mutacnich spekter se zndmym katalogem podpist. Tento pfistup je vhodnéjsi pii malych
poctech vzorkt a limitacich celoexomového sekvenovani, a to nastrojem decomp Tumor2sig
(Kriiger a Piro 2019) a sigminer (Wang et al. 2021). Diferencialni exprese mRNA byla
vyhodnocena néstrojem EdgeR (Robinson et al. 2010).
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3.5.3. Statistické metody

Pro analyzu nalezenych dat ve vztahu ke klinickych tidajim byly pouzity zejména
metody hodnoceni ptezivani, tj. grafy dle Kaplana a Meiera (Kaplan a Meier 1958) s log-
rank nebo Breslowovym testem signifikance, a Coxtiv model poméru rizik (Katz a Hauck
1993), a to v programech survival pro R a SPSS (SPSS, Inc.). Pro srovnavani kategorickych
proménnych byl pouzit Pearsontiv y* test (Pearson 1900) a kategorickych nebo spojitych
proménnych se spojitymi pak neparametricky test dle Manna a Whitneyho (Mann a Whitney
1947). Pro analyzy diferencialni mutovanosti a spole¢né pfitomnosti (ang. ,,co-occurence*)
variant byl pouzit Fishertiv exaktni test (Fisher 1992). Analyza korelace spojitych
proménnych (napf. exprese miRNA a mRNA) byla vzhledem k rozdéleni dat vyznamné
odchyleného od normality (ovéfeno testem dle Shapira a Wilka (Shapiro a Wilk 1965))
provedena metodou Spearmanovy korelace na zakladé potadi hodnot (Schober et al. 2018).
Uprava p-hodnot v diisledku mnohodetného testovani (korekce FDR, angl. ,,false discovery
rate*) pak byla provedena metodou Benjaminiho a Hochberga (Benjamini a Hochberg
1995). To, zda je p-hodnota upravena ¢i nikoliv, je vzdy v této praci, stejné jako
v prilozenych publikacich, u ptislusné hodnoty uvedeno. Pro tvorbu, hodnoceni a vizualizaci
integra¢nich multiomickych prediktivnich modelti byl pouzit balik néstroji mixOmics
(Rohart et al. 2017), zejména metoda ,multiblock sparse Partial Least Squares —
Discriminant Analysis* (DIABLO) (Singh et al. 2019).

3.5.4. Dostupnost dat

Pivodni data z DNA sekvenovani byla uloZzena ve vefejné dostupné databazi
Sequence Read Archive (Leinonen et al. 2011): studie karcinomu prsu — PRINA802324,
celoxomova studie OVC — PRINA814851, studie CRC — PRINA866168). Data z RNA
sekvenovani v piivodni i zpracované formé byla v souladu s pravidly MINSEQE (Brazma
et al. 2012) ulozena v databazi Gene Expression Omnibus (GEO) pod kédem GSE225327.
Data z mikroCipti v piivodni 1 zpracované form¢ byla ulozena v GEO pod kdédem
GSE225292 v souladu s pravidly MIAME (Brazma et al. 2001).

57



4. Vysledky
4.1.  Studie dulohy genii oxysterolové signalizace u karcinomu prsu

4.1.1. Prehledové ¢lanky

K tématu relevance oxysteroli a genli snimi interagujicich pro nadorova
onemocnéni, (kapitola 1.6), byly v ramci feSeni této prace publikovany dva ptehledové
clanky. Prvni Clanek, publikovany v Casopise Biochimie (Priloha I), obSirn¢ shrnuje
dostupnou literaturu, spojujici zarodecné varianty v genech oxysterolovych drah
s veSkerymi aspekty nddorovych onemocnéni, zejména s rizikem jejich vzniku, progresi
nebo progndzou (Holy et al. 2018). Tento ¢lanek byl zasadni pro definici souboru genti pro
nasledné studium vlivu jejich variability na progn6zu onemocnéni (kapitola 4.2.1).

V druhém ¢lanku, publikovaném v Casopise British Journal of Pharmacology, jsme
se pak zaméfili na mozné role oxysterolii v terapii, zejména pak na ovlivnéni ucinnosti
chemoterapeutik jako doxorubicin, cisplatina, 5-fluorouracil a dal$ich. Byly ale nalezeny i
mnozici se ditkazy o potencialu oxysterolil jako prediktivnich a prognostickych biomarkert
v krvi i tkdnich pacientli, a dokonce jako kandidatnich protinadorovych 1é¢iv (Kloudova-
Spalenkova et al. 2021).

4.1.2. Studie zarodecnych a somatickych variant ve vztahu ke Kklinickym
parametrim

V nésledujici genomické studii, publikované v ¢asopise Biochimie (P¥iloha II), jsme
se zaméftili na panel 113 gent interagujicich s oxysteroly, vybranych po piedchozi diikladné
fesersi literatury a databazi. Slo o prvni studii tohoto typu, dedikovanou oxysterolovym
genum (Holy et al. 2022).

Geny byly osekvenovany panelovym DNA sekvenovanim s velmi vysokym
pokrytim v parovych vzorcich nadorovych a nenddorovych u 101 pacientek (99 part,
samostatné 2 vzorky krve) s ER pozitivnim lumindlnim karcinomem prsu ve stadiu niz$im
nez III. Nizké stadium bylo vybrano z diivodu vylouceni vysoce mutovanych vzorkd, které
by mohly vyrazné zkreslit analyzu. Nenddorové vzorky dosahovaly v priméru pokryti 187
+ 39 (81 = 9 % pokryto alesponi 100krat) a nddorové 666 + 238 (87 + 9 % pokryto alespoii
300krat).

Celkem bylo u 101 pacientek nalezeno 96411 zarode¢nych variant, tedy 955 + 46 na
pacientku. Z téchto variant bylo 5042 unikatnich, a z nich 587 do té doby nepopsanych.
Vsechny nalezené variaty byly podrobné popsany a klasifikovany (pro detaily viz Priloha

IT). Pro ucely hledani statisticky signifikantnich asociaci byly varianty nejprve filtrovany
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tak, aby jejich frekvence v kohort¢ dosahovala alesponi 5%, data existovala pro alespon 90
% vzorkll, a aby neodporovaly zdkonu Hardyho a Weinberga (Waples 2015). Vysledny
soubor 67288 variant pak byl pouzit pro hledani asociaci s pfezivanim pacientek a se vSemi
dostupnymi kategorickymi klinickymi daty. Hlavnim vysledkem byla fada 15 variant v 12
genech (Tabulka 6), asociovanych s krat§Sim nebo delSim pfezitim bez progrese (angl.
,disease-free survival®, DFS) nebo pfezitim celkovym (angl. ,,overall survival®“, OS).
Bohuzel zadna z téchto variant neprosla korekci pro mnohocetné testovani, takze nebyly dale

zkoumany (Priloha II).

Tabulka 6: Vycet kratkych zarode¢nych variant asociovanych s piezivanim pacientek

s karcinomem prsu

Kéd Dopad na Dopad na Typ . . g 3
— varianty’ Alela transkripci  prezivani preZivani Skupina pacientek p-hodnota
ABCAl 152066714 T>C missense - DFS adjHT 0,005
. v§echny (pouze DFS); 0,007;
ABCAS8 rs4147957 A>G intron + DFS/OS adiHT 0.006/0,005
. vsechny; 0,006/5,30E-04;
ABCAS 154147967 C>T intron - DFS/OS adiHIT (pouze OS) 0.002
ABCCI rs45511401 G>T missense - DES adjHT 0,009
. vsechny; 0,009;
ABCG2 1s2231156 C>A intron + DFS adiHT 0.010
GPRI183 1s2230342 C>A synonymni - oS adjHT 0,008
HSD3B7  rs17849880 C>T synonymni + DFS vsechny 0,010
LDLR intron .
JMIR6886 rs1003723 C>T /miRNA - DFS/OS vsechny 0,006/0,003
LDLR 156413504 A>G intron - OS vSechny 0,003
MBTPS1 rs11607 C>T 3'UTR - oS adjHT 0,001
MBTPS1 157206438 G>T intron - oS adjHT 0,009
NRII2 13732359 G>A 3'UTR - oS adjHT 0,009
OSBPL2 3UTR ;
/MIRI- rs3833323 G>- /miRNA - 0OS adjHT 0,007
1HG-AS1
. vsechny; 0,005;
OSBPL3 rs7810587 A>C intron - DFS adjHIT 0.009
OSBPL5 153217567 >C 3'UTR - DFS adjHT 0,007
Refererencni &islo v databdzi dnSNP 153 (Sherry et al. 2001). 27+ = pozitivni; “-* = negativni. * log rank

test, hodnota zaokrouhlena; jsou uvedeny pouze asociace s p<0,01. Zdadnda hodnota nebyla signifikantni po
upraveé na mnohocetné testovani. adjCT — skupina lécend adjuvantni chemoterapii (nevylucuje hormondalni
lécbu). adiHT — skupina lécenda adjuvantni hormondalni terapii. DFS — prezZivani bez navratu onemocnéni (angl.
,disease-free survival“). OS — celkové preziti (angl. , overall survival“). Missense — substituce vedouci

k inkorporaci nespravné aminokyseliny. UTR — netranslatovany region. Nezkracena verze tabulky v publikaci

(Piiloha II).

U 99 uspesné sekvenovanych nadort (po odfiltrovani zarodecnych variant diky
parovym vzorkim normalni DNA) bylo nalezeno 1177 variant, z nich 1087 unikéatnich.
Z toho vyplyva, Ze drtiva vétSina variant byla nalezena pouze u jedné pacientky a jednalo se
o privatni, zfejme pasazérské alterace. Vzhledem k tomu byly asociacni analyzy provadény
ne pro konkrétni jednotlivé varianty, jako tomu bylo v piipad¢€ variant zarodecnych, ale pro
mutovanost jednotlivych geni a skupin gentli, definovanych na zaklad¢ jejich funkéni

souvislosti (znamé signaliza¢ni draha nebo in silico predikce) nebo strukturni ¢i funkéni
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podobnosti. Zaroven byly nalezeny dvé hypermutované pacientky, které spolecné
pfedstavovaly témét polovinu vSech nalezenych variant. VSechny analyzy tedy byly
provadény dvakrat — bez téchto pacientek a véetné. Grafické zobrazeni typti mutaci (pouze
stadia, grade,

exonové) u pacientek v tficeti nejmutovanéjSich genech, s anotaci

molekularniho subtypu a exprese PR, je na Obrazku 16.

18
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Obrazek 16: Typy exonovych somatickych mutaci u pacientek s karcinomem prsu.

Uvedeno 30 nejmutovanéjsich oxysterolovych genii. Sloupce — pacientky, radky — geny. (4) TMB — mutacni
zatéz (angl. ,, tumor mutation burden ) na pacientku. (B) prehled genii. (C) Vybrana klinicka data, pacientky
seskupeny dle molekularniho subtypu. (D) prehled typui transverzi a tranzic. Multi Hit — vice mutaci u jedné

pacientky najednou. PR — progesteronovy receptor.

Z vysledkl pro jednotlivé geny byly nejzajimavéjsi asociace mutaci v CYP46A41
s krat§im OS a DFS a OSBPL3 a GPR17 s kratSim OS. Tyto vysledky, ackoli signifikantni
po FDR korekci, je ale tfeba interpretovat s opatrnosti, jelikoz byly zaloZzeny pouze na tiech
mutovanych jedincich (pro grafy viz P¥iloha II). Podstatné robustnéjsi byla ale asociace
mutovanosti panelu 20 gent, které byly seskupeny na zdkladé jejich spolecné asociace
s expresi PR, s krat§im DFS 1 OS (,,PR gene set”, Obrazek 17, str. 61).
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A PR gene set B PR gene set
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ABCA1 ABCA2 ABCA3 ABCA7 ABCAS EBP ERLIN1
PR gene set: MSMO1 OSBPLS NPC1 STARDE TM7SF2
AHRR ARNT GPR17 NCOA6 NROB1 PPRC1 RORB RXRA

Obrazek 17: Piezivani pacientek mutovanych v panelu gent asociovanych s expresi PR.
(A) preziti bez progrese/rekurence. (B) celkové preziti. (C) seznam genii v panelu. Zelena — geny transportu a

homeostazy (oxy)sterolii, fialova — geny oxysterolovych receptorii a jejich modulatorii.

Pozoruhodnym byl i rozdil v mutovanosti téchto genti mezi skupinami PR pozitivnich a PR
negativnich pacientek. VSechny PR negativni pacientky mély alesponl jednu mutaci alespon
v jednom genu z PR skupiny (11 z 11, 100 %), zatimco to platilo pouze pro 44 % (38 z 86)
PR pozitivnich pacientek (P=0,001 po korekci na FDR, Obrazek 18A, str. 62). Naopak u
vSech ostatnich genil v panelu rozdily v mutovanosti nebyly nalezeny (91 % v PR neg. vs 95
% v PR poz.). Rozdil byl jeSté vyraznéjsi, pokud byly zapocitany pouze nesynonymni
exonové varianty, tj. varianty ovliviujici protein (Obrazek 18B, str. 62). PR negativni
pacientky byly v PR skupiné mutované z 91 % (10 z 11), a PR pozitivni z 12 % (10 z 86,
P=1,15E-06 po korekci na FDR), zatimco pro zbytek genil to bylo 91 %, resp. 55 % (P=1,0
po korekci na FDR).
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A Positive [N=86] Negative [N=11] B Positive [N=52] Negative [N=9]
agcaz  e%l 1| I 07
ABCA3 7% 27% ABCAZ
ABCA7 5% 27% ABCAS
ARNT 2% 27% ARNT
NROB1 2% 27%
ABCA9 5%l . 150 NROB1
EBP 1% 18% AHRR
GPR17 1%| | 18%
NCOAB 2%) I 18% ABCAT
NPC1 2% | [ 18% ABCA7
OSBPLS 2% 18%
MSMO1
PPRC1 3% 18%
RORB 1%| 18% NCOA6
RXRA 3% 18% NEC1
AHRR 7% 9%
MSMO1 0%) 9% PPRCT
ABCA1 9% 9% RXRA
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CA3
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T T T T T T I T T
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Obrazek 18: Procentudlni rozdily v mutovanosti vybranych genii u pacientek s PR

pozitivnimi a PR negativnimi nadory prsu.

(A) varianty vSech typii. (B) varianty se stiednim (missense, in frame) nebo vysokym (frame shift, nonsense)

dopadem na protein. Multi Hit — vice mutact u jedné pacientky najednou.

62



4.1.3. Integracni studie mRNA-miRNA profili a somatickych variant
oxysterolovych genti

Data z genomické studie byla nésledné vyuzita jako zéklad vyrazné¢ komplexné;jsi
studie, kombinujici data o somatickych variantdch oxysterolovych genti (n=99) s daty o
expresi jejich mRNA (n=67) a s daty o expresi celého miRNA transkriptomu (n=125), a to
pro prekryvajici se kohorty pacientek (Obrazek 19). Cilem bylo pfedevSim zmapovat
interakce specifickych mRNA z vybraného panelu 113 genii oxysterolové signalizace se
vSemi zndmymi miRNA. Déle jsme chtéli zdokumentovat mozny vliv somatické variability
na expresi panelu genli a odhalit v kombinaci s klinickymi daty potencidlni multiomické
biomarkery vyuzitelné pro predikce a prognostiku, tj. terciarni prevenci onemocnéni.

Ptislusny ¢lanek (PFriloha III) byl v dob¢ odevzdani disertacni prace v recenznim fizeni.

miRNA mRNA

DNA

Obrazek 19: Piekryvy kohort, u nichZ bylo Gsp&$né provedeno piisluSné méfenti.
DNA — panelové sekvenovani somatickych variant v 113 oxysterolovych genech. mRNA — sekvenovani mRNA
transkriptomu za ucelem kvantifikace transkriptit 113 oxysterolovych genii. miRNA — méreni exprese celého

miRNA transkriptomu pomoci mikrocipui.

Laboratorni ¢ast projektu se vydafila pro vSechny vzorky nadorové RNA kromé
méfeni miRNA u dvou vzorkl ze 125, které byly vyfazeny pro odlehlost hodnot. Data pro
2027 miRNA byla nésledné filtrovana a korigovana (kapitola 3.4) na 280 miRNA,
splitujicich kvalitativni pozadavky pro korela¢ni analyzy. Data pro expresi mRNA byla
zuzena na 113 zkoumanych gend. Normalizovana data (viz kapitoly 3.3.2 a 3.4) byla
nasledné korelovana a byly vytvofeny interakéni sité, mapujici jak siln€ korelované
(koexprimované) miRNA (pro 123 pac.), tak mRNA-miRNA pary (pro 56 pac.). Vysledky
byly nasledné¢ ovéfovany na vetejné dostupnych datech dvou skupin pacientek (TCGA,
n=374 a n=157) redukovanych tak, aby dosahovaly maximalni klinické podobnosti s naS§imi

kohortami.
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Jako kritérium pro klastrovani miRNA jsme zvolili minimalni korela¢ni koeficient
(r) <-0,8 nebo >0,8, ¢ili silnou negativni nebo pozitivni korelaci. Toto kritérium spliiovalo
celkem 230 interakci s FDR upravenou p<0,05, z nichZ vSechny byly kladné, tj. jednalo se
o koexpresi miRNA. Spojeni téchto vazeb do siti ukdzalo dvé velké skupiny o 41 a 15
koexprimovanych miRNA, a dale pét skupin o péti az osmi miRNA, tfi skupiny po tiech, a
19 partt miRNA. Z celkovych 230 interakci bylo 79 ovéreno (signifikantni po FDR korekci)
v obou kohortaich TCGA, 17 pouze v jedné¢ znich, a 134 nalezeno nebylo. Dtlezitym
zjisténim bylo, Ze to, zda byla interakce signifikantni ve vice kohotach, bylo do velké miry
spolecné pro jednotlivé skupiny. Nejvétsi skupina koexprimovanych miRNA s nejsilnéjSimi
vazbami, a zcela validovana, je znazornéna na Obrazku 20. Ostatni skupiny jsou v Priloze
III. Korela¢ni analyza mRNA oxysterolovych gent ukdzala » mezi -0,42 a 0,74, zZadné

mRNA tedy nebyly velmi siln¢ koexprimovany (PFiloha III).

ey
s R T
miR-145-5p 2 \/ :
/‘\‘M ab .
g@@’ ¢
V,ﬁ"“ﬂ\\‘gv
<\ L‘A?.‘ .a. ’
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miR-214-3p

Obrazek 20: Nejvetsi skupina nejsilnéji koexprimovanych miRNA.

miR-376a-3p
v

Tloustka cary odpovida sile korelace (koeficient mezi 0,80 a 0,99). Tmave modra — validovano v obou
kohortach. Svétle modra — validovano pouze v jedné kohorté. Sedd, prerusovand éara — nevalidovino ani

v jedné kohorté.

Klicovou analyzou studie byla korelace miRNA s mRNA oxysterolovych genti opét
s validaci ve dvou kohortach TCGA, a rovnéz srovnanim s daty v 11 databazich mRNA-
miRNA interakci. Celkem bylo nalezeno 123 interakci signifikantnich po korekci na
mnohocetné testovani, z nichz 14 se nachazelo alesponi v jedné databazi in silico predikci a
devét alesponi v jedné databazi experimentalné validovanych interakei. Ctyfi interakce, a to
ESRI s miR-130a-3p a miR-145-5p, INSIGI s miR-130a-3p, a NCOA2 s miR-200c-3p, se
nachéazely v obou typech databazi. Validace v TCGA datech potvrdila 14 interakci v obou
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kohortéach, 46 pouze v jedné kohort¢, a vyvratila (opacné tendence korelace) jednu interakci
v obou kohortach a deset interakci v pravé jedné z kohort. Nebylo potvrzeno ani vyvraceno
celkem 52 interakci. Nejvétsi pocet signifikantnich interakci, a interakci potvrzenych
v TCGA a v databazich, vykazovaly geny CH25H, ESRI a INSIG1. Vysledna sit’ interaket,
vcetné stavu validace, sily korelace, a dalSich parametrt, je na Obrazku 21, str. 66.

Nasledn¢ jsme provedli analyzu diferencidlni exprese (z neupravenych dat pocth
detekovanych transkripti) u pacientek rozd€lenych dle pfitomnosti somatickych mutaci
v jednotlivych genech nebo skupinach gent, které vychazely z poznatki z ptedchozi studie
(Priloha II), a téch, které¢ figurovaly v interak¢nich sitich. Dale byly pacientky déleny dle
klinickych faktorti, jako velikost a typ nadoru, postizeni lymfatickych uzlin, molekularni
subtyp, exprese HER2 a PR. VétSina téchto analyz pfinesla minimum vyznamnych vztahi,
coz vsak neplatilo pro mutace, které byly v predchozi studii asociovany s krat§im prezivanim
pacientek, konkrétné¢ v genu CYP46A41 a skupiné STRING-CYP46A1 (deset funkcné
souvisejicich gentl). Tyto byly asociovany s nejvétsim poctem diferencidlné exprimovanych
gentl, konkrétné pak se zvySenou expresi EBP, DHCR7, PPARGCIB, OSBP, LDLR a
ABCGS (Obrazek 22A a 22B, vcetné p-hodnot, str. 67). Mutace v genu SC5D byla
asociovana s jeho vysokou expresi, mén¢ pak se zvySenou expresi gent SREBFI a AHR
(Obrazek 22C, str. 67). Mutace v ABCA9 byly rovnéz asociovany s vyssi expresi SC5D
(FDR kor. P=0,028), a mutace v ESRI pak s vyssi expresi NCORI (FDR kor. P=7,85E-05)
(Priloha III). Jedinym klinickym parametrem, ktery rozdéloval pacientky na skupiny
s rozdilnou v expresi oxysterolovych gen, byla patologicky stanovena pozitivita lymfatické
uzliny (pN), pro niZ byla nazelena vysoce zvySena exprese pouze jediného genu, a to
STARDS (Obrazek 22D, str. 67).
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Obrazek 21: Interakéni sit’ vychazejici z korelaéni analyzy mRNA oxysterolovych gent a
miRNA. mRNA — oranzovd, miRNA — bild. Prerusovand ¢dra — negativni korelace. Plnd éara — pozitivni
korelace. Tmavé modra ¢ara — validovano v obou TCGA kohortach. Svétle modra cara — validovano v pouze
Jedné kohorté TCGA. Oranzovd céara — v rozporu s jednou validaci. Cervend cdra — v rozporu s obéma
validacemi. “D” uprostred cary — interakce nalezena alespon v jedné z 11 databazi predikovanych nebo

validovanych interakci.
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Obrazek 22: Volcano ploty diferencialné exprimovanych gent mezi pacienty.

Rozdéleni dle pritomnosti somatickych mutaci v genu CYP46A1 (A), skupiné genit STRING-CYP46A1 (B) a
genu SC5D (C). (D) déleni dle pozitivity lymfatickych uzlin (pN). Vertikalni ¢ary ukazuji orientacni hranici
velmi vysoce rozdilné exprese (log2 fold change = 2), horizontalni pak hranici statistické signifikance (p<0.05

po korekci na mnohocetné testovani).

Dale byl posouzen vliv exprese vSech jednotlivych mRNA, stejné jako miRNA, na
pfezivani pacientek. Srovnavany byly pacientky s expresi nad a pod median v souboru (n=67
pro mRNA, n=123 pro miRNA). V piipad¢ malo exprimovanych mRNA, kde by medidn byl
roven nule (n=20), byly posuzovany pacientky s nulovou vs nenulovou expresi. Z mRNA
byla vysokad exprese asociovana s kratSim prezivanim pro LDLR (OS P=0,003; DFS
P=0,020) a PPARGCIA (P>0,05; DFS P=0,020), podobn¢ jako nenulové exprese CYP3A44
(OS P=0,017; DFS P=0,015). Zadny z téchto vysledki ale nebyl signifikantni po korekci na
mnohocetné testovani a nepotvrdil se ve validacni kohort¢ TCGA. Vysokd exprese osmi
miRNA byla asociovéna s delsim (miR-106b-5p, miR-3653, miR-6069, miR-6515-3p) nebo
kratsim OS (miR-23b-3p, miR-4459, miR-4497, miR-4745-5p). Sedm miRNA pak bylo
asociovano delSim (miR-222-3p, miR-1587, miR-4449, miR-4687-3p, miR-6069) nebo
krat§im (miR-19b-3p, miR-4745-5p) DFS. Vysledky byly opét nesignifikantni po FDR
korekci. Vysoké exprese miR-19b-3p, asociovana s kratsim DFS (P=0,036), byla taktéz

asociovana stejnym smérem v jedné z TCGA kohort, ackoli nesignifikantné (n=157,
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P=0,085, Obrazek 23). Podobné asociace ale byly nalezeny i pro OS v nasi kohorté, stejné
jako v obou valida¢nich (P=0,17; P=0,14 a P=0,05). Déle byla nalezena obdobna asociace
s kratSim chorobové-specifickym prezitim (DSS, angl. ,,disease-specific survival®) v jedné
z valida¢nich kohort (n=374), ale opét nesignifikantni (P=0,080, vice v PFiloze III).

Z deseti testovanych klinickych parametrti pak jedin€ patologicky stanovena velikost
nadoru (<pT1) vedla k vyznamnému prodlouzeni pteziti v naSi kohort¢ (OS P=0,004,
n=157; DFS P=0,012, n=158).

Disease-free survival — hsa-miR-19b-3p
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Obrazek 23: Piezivani pacintek bez onemocnéni v kohorté studované (vlevo) a valida¢ni
(vpravo) pro expresi miR-19b-3p.

Cervend, high — nad median. Modrd, low — nad medidn.
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Nakonec jsme se pokusili o konstrukci multiomického diskrimina¢niho modelu
DIABLO (kapitola 3.5.3), ktery dokéze kombinovat teoreticky neomezeny pocet typu
omickych dat a vytvofit z nich predikéni vzorec na znadmou kategorickou proménnou. Na
zaklad¢ tréninku na datech ptivodnich pak dokéaze ptedpovidat proménnou v datech novych,
a to pomoci zuzeného podpisu kombinujiciho napt. mRNA a miRNA. Jiz priivodni analyza
nasich dat a obou kohort TCGA pomoci PCA (analyza hlavnich komponent, angl. ,,Principal
Component Analysis®) ukdzala, Ze vzorky vyrazné neklastruji podle Zadného testované¢ho
klinického parametru, a to ani v datech pro mRNA, ani v datech pro miRNA (pro detaily viz
Ptiloha III). Data proto pravdépodobn¢ nejsou vhodna pro spolehlivou predikci vybranych
klinickych parametrt (stadium, pN, pT, OS, PR). Navzdory tomu jsme se pokusili tyto
modely vytvofit, a to na datech nejvétsiho souboru (TCGA, n=374), u né¢hoz byla nejvétsi
Sance na vznik efektivniho modelu. Ani nejlepsi model bohuzel nedosahoval lepsSiho
procenta chybovosti nez 40 %. Na hierarchicky klastrovanych mapéch integrovanych
mRNA-miRNA podpist je ale ptesto vidét urcitd tendence ke klastrovani vzorkti s pT>pT1
k sobé (podpis 42 mRNA a 36 miRNA, Obrazek 24A), podobné jako vzorkit PR
negativnich (podpis 14 mRNA a 4 miRNA, Obrazek 24B).
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Obrazek 24: Hierarchické klastrovani integrovanych mRNA-miRNA podpisit jako

prediktortt v modelech DIABLO.
(A) patologicka velikosti nadoru (pT, vadky). (B) exprese progesteronového receptoru (PR, radky).
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4.2.  Studie mutacnich profilii u pacientek s karcinomem ovarii

s rozdilnou citlivosti na terapii platinovymi derivaty

4.2.1. Studie celoexomovych profili

Cilem studie OVC bylo srovnat celoexomové mutacni profily mezi pacientkami
s epitelialnimi OVC dobie a Spatné odpovidajicimi na Iécbu platinovymi derivaty (senzitivni
a rezistentni, kapitola 3.1), a odhalit nové, popt. validovat jiz popsané genomické
biomarkery rezistence a odpovédi na podanou 1é¢bu. Pro tuto studii bylo vybrano celkem 50
pacientek s epitelidlnim OVC, z nichz vétSina méla onemocnéni stadia I1I a subtypu HGSC
(angl. ,high grade serous carcinoma®, serdézni karcinom s vysokym grade). Celkem 30
pacientek pak bylo klasifikovano jako senzitivni na platinové derivaty a 20 jako rezistentni.
Pro pary vzorki DNA znadoru (Cerstv€é zamrazend tkan) a krve bylo provedeno
celoexomové sekvenovani. Studie (PFiloha IV) byla publikovana v Casopise Life Science
Alliance (Hlavac et al. 2022).

4.2.1.1. Obecna analyza variant

Primérna hloubka pokryti u nddorovych vzorkl byla 243 + 29 a 96 % bazi bylo
pokryto alespon 50krat. Nenadorova DNA z krve pak méla primérné pokryti 35+ 6 a 92 %
bazi bylo pokryto alespon 10krat.

Celkovy pocet nalezenych somatickych variant byl 1781 + 282 na vzorek. Tyto
varianty byly poté pomérné ptisné filtrovany (viz publikace), aby byl minimalizovan pocet
falesné pozitivnich nalezt. Primérné 478 + 133 variant na vzorek proslo témito filtry. Pro
vétSinu nasledujicich analyz jsme se zaméfili na tyto varianty, a to pouze ty nesynonymni
exonové nebo obecné ty, u kterych lze predpokladat signifikantni dopad na proteinovy
produkt (tedy tzv. stfedni nebo vysokd zavaznost). Prehled typi, tfid a pocti variant pro
jednotlivé vzorky, s vyctem nejcastéji mutovanych gend, je na Obrazku 25, str. 71.

Obdobn¢ byly zmapovany zarodecné varianty (39054 + 793 na pac., 33992 + 1495
po filtraci), které ale nebyly v této studii dale analyzovany, kromé post-hoc analyzy genii
drahy oprav DNA homologni rekombinaci (HRR, viz déle), a také CNV (159 £ 99 na pac.).

70



A Variant Classification B Variant Type C SNV Class

I - e
ramesi v | N

missense_variant

inframe_indel
T=C 1029

stop_gained INS
5 in
- oo [

stop_lost
start_lost - DEL C>A - 1209
(log10) r T T T 1 (log10) T T T T 1 I T T T 1
o -~ ™ ™ « (log o - o © ~ g n ] Q 8
o (=] o o -
D Variants per sample E Variant Classification F Top 10
Median: 163 summary mutated genes
326 -
239 PABPC3 N 64%
ZNF717 [ 7 4%
REMX [N 56%
216+ 159 sLcopt EEE42%

PABPC1 [N 50%

77777777777777777 TP53 [l 78%

10 79 MuUcss I 34%
SLC35G4 [Il40%

I"I = rBMxL1 IE36%

0 0 i i o MUC3A I-u%

T
o n
o

b

130 —
196 —

Obrazek 25: Distribuce variant studované kohorty pacientek s ovarialnim karcinomem.

(A) klasifikace variant s pocty na ose x. (B) typy variant — TNP — trinukleotidova varianta, SNP —
Jjednonukleotidové varianta, INS — inserce, DNP — dinukleotidova varianta, DEL — delece. (C) pocty mutaci
dle typu jednonukleotidové zameény. (D) pocty mutact na vzorek. (E) pocty mutaci celkové dle klasifikace. (F)
deset genii s nejvyssimi pocty mutaci na ose x a procentem mutovanosti kohorty pro kazdy gen. Barvy

v obrdzcich D, E a F odpovidaji kategoriim v obrazku A.

Nejcastéji somaticky mutovanym (78 % kohorty) genem byl 7P53. Nejvice
mutované geny v kohorté a dopliujici informace, véetné odpovéedi pacientek na 1é€bu, jsou

znazornény na Obrazku 26, str. 72.
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Obrazek 26: Typy somatickych mutaci se stfedni nebo vysokou zavaznosti u pacientek
s karcinomem ovarii.

Uvedeno 35 nejcastéji mutovanych genii. Sloupce — pacientky, radky — geny. TMB — mutacni zatez (angl.
,, tumor mutation burden ) pacientky. Multi Hit — vice mutaci najednou. Pacientky seskupeny dle odpovédi na

lécbu.
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4.2.1.2. Srovnani dle odpovédi na 1écbu platinovymi derivaty

U rezistentnich pacientek byla statisticky signifikantné¢ zvysena frekvence mutaci v
genu TP53, a snizena v PACBPC3 (Obrazek 27). Rozdily byly patrné, i kdyz ne statisticky
signifikantni, i v fad€ dalSich gent, napt. FRG2B, KDM6B, MAGEL2, PI4KA a SLIT1I.

sensitive [N=30]
67%

resistant [N=20]

TP53 95%
ZINF717 75%
RBMX 70%] |
PABPC1 55%
RBMXL1 50%
PABPC3 45%
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Obrazek 27: Typy somatickych mutaci se stfedni nebo vysokou zavaznosti u pacientek

s karcinomem ovarii, rozdélenych dle odpovédi na 1é€cbu platinovymi derivaty.

Uvedeno 10 genii s nejvyssimi pocty mutaci. Multi hit — vice mutaci u jedné pacientky najednou.
Rezistentni pacientky mély rovnéz vétsi zastoupeni funkéné dilezitych typt mutaci

v TP53, jako stop-gained (nonsense, varianta ukoncujici transripci) a frameshift (varianta

posunujici ¢teci ramec, Obrazek 28, str. 74).
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Obrazek 28: Topologie somatickych mutaci v genu 7P53 se stiedni nebo vysokou

zavaznosti u pacientek s OVC, rozdélenych dle odpovédi na 1é€bu platinovymi derivaty.

Z analyz diferencidlni mutovanosti nddorovych signélnich drah vyplynulo, Ze
zatimco pacientky mutované v draze TP53 jsou s vyssi pravdépodobnosti rezistentni (OR =
7,87; 95% CI = 0,94-374,58), tak naopak ty mutované v draze Hippo jsou rezistentni
s pravdépodobnosti snizenou (OR = 0,26; 95% CI = 0,06-0,96, Obrazek 29).
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Obrazek 29: Vizualizace nabohaceni mutaci v deseti kanonickych onkogennich drdhach u

pacientek rezistentnich na platinové derivaty oproti senzitivnim.
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Rozdily ve spektrech CNV ani v TMB mezi rezistentnimi a senzitivnimi pacientkami
nebyly pozorovany. Analyza mutacnich podpisi ukazala vysSi podil podpisu SBS6
v rezistentnich pacientkach, i kdyz ne po FDR korekci.

4.2.1.3. Asociace s dalSimi klinickymi daty vC€etné délky prezivani

Dale byly provedeny vSechny zminéné analyzy pro déleni pacientek dle stadia
nemoci, grade, molekularniho subtypu nadoru, pfitomnosti distalnich metastaz, a residua po
operaci. Pouze déleni dle histologického subtypu odhalilo signifikantni rozdily (Obrazek
30). Pacientky se subtypem HGSC m¢ély, oproti vS§em ostatnim, vyrazné vyssi po€et mutaci
na vzorek pted i po filtracnich krocich (1837 £ 269 oproti 1645 + 289 a 310 + 91 oproti 228
+ 130). Pacientky se somatickymi mutacemi v 7P53 rovnéz mély vySsi Sanci na subtyp
HGSC (OR = 17,34; 95% CI = 1,42-44,93). Tato signifikance se jest¢ zvySila pfi zapocteni
celé drahy 7P53 (OR =9,98; 95% CI =1,76-75,39). Drobné rozdily mezi HGSC a ostatnimi
subtypy byly rovnéz nalezeny v mutac¢nich podpisech SBS34 a SBS17b. Subtyp HGSC mé¢l
rovnéz vyssi frekvenci (179 + 83 oproti 113 + 126) i délku CNV.
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Obrazek 30: Typy somatickych mutaci se stfedni nebo vysokou zavaznosti u pacientek
s karcinomem ovaria, rozdélenych dle histologického subtypu.

Uvedeno 10 genii s nejvyssimi pocty mutaci. Multi hit — vice mutaci u jedné pacientky najednou.
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Pacientky s po¢tem somatickych mutaci vy$$im nez median, a také ty s poctem

vicenasobnych CNV (3-4 a vice kopii) nad median, mély signifikantné delsi OS. Podobn¢

pak pacientky, u nichz byl nalezen podpis SBS6 (Obrazek 31).
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Obrazek 31: Prezivani pacientek rozdélenych dle medianu (vys$$i/nizsi) poctu somatickych
mutaci (A), CNV (B a C) a pfitomnosti muta¢niho podpisu SBS6 (D).
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4.2.1.4. Asociace drahy oprav DNA homologni rekombinaci

Specificky jsme se zaméiili na 16 genii z drahy HRR, ktera je klicova pro OVC.
V tomto ptipadé jsme analyzovali i zarode¢né mutace. Pacientky se zadrode¢nymi a/nebo

somatickymi variantami v téchto genech byly signifikantné Castéji senzitivni na derivaty
platiny (Tabulka 7). Takto mutované pacientky mély rovnéz delsi OS (Obrazek 32).

Tabulka 7: Rozdilné pocty mutovanych pacientek senzitivnich nebo rezistentnich na 1é¢bu

platinovymi derivaty

Pacientky dle mutaci v HRR

Somaticky mutované

Bez somatické mutace

Zarode¢né mutované

Bez zarode¢né mutace

Zarodecéné nebo somaticky mutované

Bez zarode¢né nebo somatické mutace

107 -

0,87

Fraction surviving

0,24

0.0

Odpovéd’ na platinové derivaty

Rezistentni Senzitivni
0 7
20 23
2 12
18 18
2 17
18 13
—— HRR mutated

== = HRR non-mutated

lemmmmmme PR,
'
p=0.006 !
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Overall survival in months

Total Events Censored Median OS 95% ClI

HRR non-mut 31 24 7 24 15-33

HRR mutated 19 1" 8 67 46 - 88

p-hodnota rozdilu

0,033

0,026

0,001

Obrazek 32: Piezivani pacientek rozdélenych dle mutovanosti (zarode¢né + somatické
varianty) genti drahy opravy DNA homologni rekombinaci (HRR).

77



4.2.2. Studie vybranych genii pomoci panelového sekvenovani

Na predchozi pilotni studii jsme navazali studii na 48 pacientkach s OVC (opét pary
vzorkl nador-krev), obdobné rozdélenych na platinove senzitivni (n=26) a rezistentni (n=22)
pacientky, a s pouzitim téméf identické metodologie jako u celoexomové studie (viz
prislusné kapitoly). Celkem Sest pacientek bylo spole¢nych pro ob¢ studie. Zasadni rozdil
byl v tom, ze bylo pouzito panelové sekvenovani 144 geni s vysokym pokrytim a byly
analyzovany jak somatické varianty, tak varianty zarode¢né, a to aktualizovanym
bioinformatickym protokolem vychdzejicim z piedchozi studie na pacientkach s
karcinomem prsu (kapitoly 3.3.2.1 a 4.1.2). Geny do panelu byly vybrany jako potencidlné
dilezité pro etiologii, prognostiku a predikci odpovédi na 1é€bu u OVC, a to na zaklade
reSerse v literatufe, databazich a vysledka predchozich studii na pracovisti (Seborova et al.
2019; Elsnerova et al. 2016; Brynychova et al. 2016; Ehrlichova et al. 2013). Cilem studie
bylo porovnat somatické a zarode¢né profily pacientek celkové 1 v zavislosti na rezistenci,
poskytnout detailnéjsi pohled na vybrané geny oproti celoexomovému pfistupu a srovnat
ziskané vysledky s témi z piedchozi studie a z vefejn¢ dostupnych databazi. Priloha V
obsahuje tabulku pacientek a vycet studovanych genti. Analyzy nebyly v dobé odevzdani
disertacni prace dokonceny, budou zde proto pouze uvedeny zékladni charakteristiky
somatické variability a srovndni mutaci v 7P53 s daty z jinych studii.

Hloubka pokryti cileného panelu (1,3 Mb) byla primérné 164 + 67 pro DNA z krve
(median 154, medidnoveé 94 % pokryto alespoii 50x) a 537 + 120 pro DNA z naddoru (median
537, medianové 80 % pokryto alespoii 150x). Bylo nalezeno 494 somatickych variant, z nich
111 se stfedni zdvaznosti a 50 se zdvaznosti vysokou (Obrazek 33A, str. 79). Nejvice
mutovany vzorek mél 22 variant a nejmén€ mutovany pouze dvé varianty (median 9,
Obrazek 33B, str. 79). Zdaleka nej¢astéji mutovanym genem byl 7P53, u néhoz byla drtiva

vétSina variant sttedni a vysoké zavaznosti (Obrazek 33C, str. 79).
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Obrazek 33: Distribuce somatickych variant v panelovém sekvenovani 144 gent u

pacientek s karcinomem ovarii.
(A) pocet variant dle jejich klasifikace (logaritmicka stupnice). (B) pocet variant na vzorek. (C) deset

nejmutovanéjsich genit. Barvy obrazkii B a C odpovidaji barvam kategorii v obrazku A.

Pti srovnani somatickych muta¢nich profild mezi touto studii a studii
celoexomového sekvenovani, pro sledovanych 144 genti, byl na prvni pohled patrny vyssi
pocet mutaci ovlivitujicich sestiih mRNA (,,Splice Site®, varianta se zdvaznym dopadem
produkt) genu 7P53 v datech z panelového sekvenovani (8 ze 48 pacientek oproti 1 z 50
pacientek u celoexomového sekvenovani). Zadna z téchto variant se ale nenachéazela u $esti
pacientek sdilenych obéma studiemi, takze nebylo mozné ptfimé srovnani spolehlivosti jejich
detekce obéma metodami. Oba soubory byly dale redukovany na pacientky se subtypem
HGSC (n=47 pro panelové sekvenovani a n=35 pro celoexomové¢) a mutace v 7P53 byly
srovnany s teémi v 1209 vzorcich primarnich nadort typu HGSC z projektu GENIE 13.0
(AACR Project GENIE Consortium 2017), vychazejici z klinicky rutinné pouzivanych
paneli v ptednich svétovych onkologickych centrech, ktera byla ziskana redukci souboru
vice nez 148 tis. vzorkli nadorti rizného plivodu (Obrazky 34A a 34B, str. 80). Vysledna
data pro TP53 vychazela z 36 paneltl, piicemz pro kazdy bylo ovéfeno, ze obsahuje 7P53 a
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data jsou proto srovnatelnd. Zatimco v HGSC vzorcich nasi kohorty neslo variantu v misté
sestiithu 8 ze 47 pacientek (17,0 %), v kohorté celoexomového sekvenovani to byly 2
pacientky z 35 (5,7 %) a v kohort¢ GENIE to bylo 88 pacientek z 1209 (7,3 %), coz je
statisticky signifikantné méné¢ (P=0,023; Fisherv exaktni test). Ackoli varianty
v sestfithovych mistech v genu 7P53 se v souboru GENIE nachazely na prvni pohled
v podobnych mistech (Obrazek 34C), detailnéjSi pohled ukézal, ze pouze Ctyfi z osmi
mutaci v naSem souboru nasly svilj protéjSek ve zcela stejném misté v sekvenci, pficemz jen
v jednom pftipadu §lo o zcela stejnou mutaci.
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Obrazek 34: Srovnani stfedné a vysoce zavaznych somatickych variant v genu TP53

v nadorech pacientek s karcinomem ovariii subtypu HGSC.

(A) Grafické zobrazeni jednotlivych pacientek dle typu varianty. WES — celoexomové sekvenovani z nasi
predchozi studie (Hlavac et al. 2022). (B) sloupcové zobrazeni relativniho podilu typii variant na celkovém
poctu mutovanych pacientek. (C) topologie proteinu TP53 s vyznacenim polohy a poctu variant v nasi studii
(nahoie) a v souboru GENIE (dole). Zdroj externich dat: konsorcium GENIE (AACR Project GENIE
Consortium 2017).
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4.3. Studie celoexomovych mutacnich profili kolorektalnich

karcinomi a jejich synchronnich jaternich metastaz

Postupy celoexomové sekvenace a vyhodnoceni dat, zavedené pti feSeni predchozi
studie OVC, byly v rozsifené a optimalizované forme aplikovany v néasledujici studii, jejimz
cilem bylo komplexné¢ porovnat mutaéni profily 20 pacientt s CRC, ktefi byli
diagnostikovani se synchronnim postizenim jaternimi metastdzami. V této studii jsme méli
k dispozici unikatni soubor parovych vzorka priméarniho nadoru a metastatickych lozisek od
stejnych pacientii. Pro detailni klinické parametry pacientli viz ¢lanek (Priloha VI),
publikovany v ¢asopise JCO Precision Oncology (Hlavac et al. 2023).

Vzorky tkan¢ pochdzely z parafinovych blokt (FFPE, z angl. ,,formalin-fixed
paraffin-embedded®), které jsou béZznou metodou uchovavani tkani v klinickém prostredi,
ale poskytuji DNA relativné nizké kvality, coz je tieba zohlednit pfi laboratornim a
bioinformatickém zpracovani i pfi interpretaci vysledk.

Primérna hloubka pokryti u primarnich naddord a u metastaz byla 199 + 126 (median
165), resp. 187 £ 105 (median 136). V medianu bylo alespoii 30krat pokryto 54 % (min. 5%-
max. 92%) bazi v primarnich nadorech a 45% (6%-85%) bazi v metastazach. Vhledem
k vysokému poctu falesné¢ pozitivnich nalezti, vyplyvajiciho z povahy vzorkl tkané, byla
provedena velmi pfisna filtrace variant na zdkladé¢ fady kvalitativnich indikatord (viz
Priloha VI). Timto filtrovanim doSlo k vyraznému pfibliZeni absolutnich poctl a zastoupeni
typl variant k referenénimu valida¢énimu souboru TCGA-COADREAD. RovnéZz klesla
zaporna korelace mezi kvalitou vstupni DNA vzorku a nalezenymi pocty variant na vzorek.
Po filtraci bylo zachovéano v primeéru 207 £ 72 (median 183) a 208 + 53 (median 210) variant

na vzorek primarniho nadoru, resp. metastazy.

4.3.1. Komplexni srovnani primarnich nadori a metastaz

Z4dny vzorek nesplioval kritéria pro vysoké TMB (10 variant na Mb) nebo
mikrosatelitovou nestabilitu (MSI-H). Nejcastéji mutovanymi geny bez ohledu na typ
vzorku byly geny APC, TP53 a TTN. Porovnani po¢til variant na vzorek a typli variant mezi
primdrnimi nadory a metastdzami je na Obrazku 35A a 35B, str. 82. Patrny je zde zvySeny
celkovy pocet variant u metastaz a taktéz zvySeny pocet nonstop mutaci a mutaci
v pocatecnim misté translace (oboji zavazné varianty) u primdrnich nadorti. Srovnani deseti

nejmutovanéjSich genii mezi primarnimi nadory a metastdzami je na Obrazku 35C, str. 82.
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Obrazek 35: Srovnani poctd variant na vzorek mezi primarnimi nadory a metastazami. Vievo

— primarni nddory, Vpravo — synchronni jaterni metastazy. (A) pocet variant na vzorek. (B) celkovy pocet

variant dle typu. (C) deset nejmutovanéjsich genit. Osa x — pocet mutaci v kohorté (n =20). Pro kazdy gen

uvedeno procento mutovanych pacientii v kohorté

Po odfiltrovani 20 geni, které jsou v nadorech ¢asto mutované, ale je u nich velmi
nepravdépodobné, ze by mohly mit klinicky dopad (tzv. ,,frequently mutated genes in
cancer”, FLAGS (Shyr et al. 2014)), ztstaly jako nejmutovanéjsi APC, TP53, TRIPI1,

MUCS5AC, MUC3A4, a FAM186A v primarnich nadorech a APC, TP53, MUCSAC, FAT4 a
KRAS v metastazach (Obrazek 35C). Zejména gen TRIP11 (Obrazek 36, str. 83) vykazoval

vyrazné vy$$i mutovanost u primarnich nadort (30 %) oproti metastazam (5 %), ackoli
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statisticky vyznamny tento vysledek nebyl (p=0,091), patrné¢ kvuli pfili§ nizkému poctu

pacientt ve studii.

5 Primaries (30%; n = 20) TRIP11: NM_004239
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Obrazek 36: Topologie somatickych mutaci v genu T7RIP11 ve srovnani priméarnich nadort

(nahote) a jejich synchronnich jaternich metastaz (dole).

VétSina variant v genu 4PC byla vysoké zavaznosti (nonsense nebo frameshift), ale
nachdzela se mimo funkéni domény, zatimco varianty v 7P53 byly zdaleka nej€astéji typu
missense a nachazely se vdoménach genu. U genu KRAS bylo pozoruhodné, Ze dva pacienti
méli mutaci typu G12V v metastazach, ta vSak chybéla v jejich primarnich nadorech. U
jednoho pacienta byly nalezeny varianty G12C a G13D v obou typech tkani (topologie
téchto genti v Priloze VI).

Analyza rozdili v mutovanosti drah ukazala nesignifikantné¢ vys$s$i pocet variant
v drahdch RTK-RAS a Hippo, a nesignifikantné nizsi poc€et v draze WNT v metastazach
oproti primarnim nadoriim. V primarnich naddorech dale kosegregovaly varianty v DNAH1 1
s variantami v ZFC3H1 a varianty v BAZBI s t¢tmi v MUC17. V metastazach to pak platilo
pro varianty v genech ADGRL3 a NPIPBI1.

Analyza mutacnich podpist byla provedena jako exploratorni, tj. bylo hledano vSech
72 podpisii evidovanych v databazi COSMIC (SBS podpisy v3.1, Obrazek 37A, str. 8§4).
Relativni zastoupeni dvanacti dominantnich podpisit v obou typech tkéni je uvedeno
v Obrazku 37B, str. 84.
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Obrazek 37: Spektrum mutacnich podpist ve vzorcich primarnich nadorii a synchronnich
jaternich metastaz. (4) Osa x — 72 SBS podpisii COSMIC v3.1 (Tate et al. 2019). Osa y — ndzvy vzorkii. (B)

Relativni zastoupeni 12 nejdominantnéjsi podpisii v kazdém vzorku. Vzorky oznacené ,,P* = primdrni nador.

Vzorky oznacené ,,M** = prislusnd metastaza.

V metastazach bylo zvysené procento podpisu SBS17a a SBS28, a sniZzené procento
SBS55, ale vysledky nebyly signifikantni po FDR korekci. Pro primarni nadory 1 metastazy

byla nalezena tada exkluzivnich podpisti, ale zddny nebyl nalezen u vice nez tii pacienti.
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Silna korelace byla nalezena pro podpisy SBS1-7b a 17a-86 u primarnich nadorti, a 7b-13,
7¢c-60, 17a-16 a 17b-86 u metastaz. Identickym postupem byla provedena validace v datech
kohorty TCGA-COADREAD, kter4 ukézala celkové vysokou podobnost spekter podpist
mezi kohortami (ilustrovano na Obrazku 38).

Cohort

Present study
TCGA

o585 WHNDALINUNEN|

Obrazek 38: Orientacni srovnani prevalence jednotlivych muta¢nich podpisii v nasi kohorté
a kohorté¢ TCGA-COADREAD (n=377).

Analyza CNV ukézala vétsi rozdily ve ztratach kopii nez v jejich ziscich (Obrazek
39, str. 86). Ztraty kopii gent byly v metastdzach Castéjsi na chromozomech 1, 10 a 16 a
méné Casté na chromozomech 6, 7, 11, 12, 14, 17, 18 a 19. Naopak zisky kopii u metastaz
byly castéjs$i na chromozomech 7, 10, 15 a 18, a méné Casté na chromozomech 1, 8 a 12.
Mezi primarnimi nadory a metastazami se vyrazné nelisila ani frekvence CNV, ani jejich

velikost.
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Obrazek 39: Varianty v poctech kopii u primarnich naddort (A) a synchronnich jaternich
metastdz (B) napfi¢ exomem.

Cervené — zisky kopii. Modre — ztraty kopii.
4.3.2. Srovnani dle odpovédi na lécbu a délky prezivani pacientek

Druhotnym cilem studie bylo porovnat genetické profily pacientl resistentnich a
senzitivnich na predoperacni systémovou 1é¢bu. Srovnali jsme TMB, varianty v jednotlivych
genech a dréhach (Priloha VI), aktivitu SBS mutacnich podpisi, a parametry CNV, a to
v primarnich nddorech i metastazach. TMB $patné odpovidajich nadorti bylo nesignifikantné
niz$i v primarnich nadorech (134 vs 154, P>0.05), ale rozdil se zmensil u metastaz (158 vs
161). Srovnani TMB primarnich nadordi s validaénim souborem TCGA-COADREAD
(n=377) ukézalo srovnatelnou iroveit TMB a nebyl pozorovan rozdil dle odpovédi na 1écbu.

Ve $patné odpovidajicich nadorech byl nalezen zvySeny vyskyt protein modifikujicich
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mutaci vdraze TRAIL u primarnich nadorti, a niz§i vyskyt mutaci v genu MUC3A.
Distribuce, velikost nebo pocet CNV se neliSil mezi skupinami pacient rozdélenych dle
odpovédi na lécbu.

Vsechny piedchozi analyzy byly rovnéz provedeny pro déleni pacientti dle odpovédi
na paliativni 1é¢bu po relapsu onemocnéni, kde je ale tfeba zdlraznit, Ze se jednalo o jesté
niz§i pocty pacientl, takze klasické statistické srovnavani nebylo zpravidla smysluplné.
Metastazy pacientii s dobrou lé¢ebnou odpovédi nesly funkéni mutace v genu APC, a byly
pozorovany malé rozdily u fady dalSich genii (PFiloha VI). U mutacnich podpisi a CNV
nalezeny vyznamné rozdily nebyly.

Nakonec byly srovnany délky ptezivani (pfezivani bez relapsu, RFS; OS) u skupin
definovanych dle TMB, somatickych variant a CNV v jednotlivych genech, fad¢ drah a
mutaénich podpisech v primarnim nadoru. Ackoli byla nalezena fada signifikantnich rozdili
v pfezivani, ndsledna validace v souboru TCGA vétSinu z nich nepotvrdila (PFiloha VI).
Asociace mutaci v genu KRAS v priméarnich nddorech s hor§im ptezivanim (RFS — Obrazek
40A, str. 88,, OS — Obrazek 40B, str. 88) byla v TCGA potvrzena, ale pouze pro PFI (angl.
»progression-free interval®, délka intervalu bez progrese, Obrazek 40C, str. 88).
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Obrazek 40: Prezivani pacientll na zakladé pfitomnosti variant se stfedni nebo vysokou
zéavaznosti v genu KRAS v primarnim nadoru. (4) délka preziti bez relapsu (RFS). (B) celkova délka
preziti (0S). (C) délka preziti bez progrese (PFI) ve validacni kohorte TCGA-COADREAD.

Obdobné byly posouzeny vzorky metastdz, u nichz ale nebyla mozna validace
v TCGA souboru v disledku nedostupnosti nebo netplnosti dat z metastatickych vzorkd.
Nalezeny byly vztahy mutaci v metastazach (ale ne v primarnich nadorech) pro geny
MUCS5AC (kratsi RFS i OS, Obrazky 41A a 41B, str. 89), DNAH11 (kratsi OS, Obrazek
41C, str. 89) a ATM (krat§i RFS, Obrazek 41D, str. 89). Podobny, 1 kdyz vyrazng slabsi
vztah mutaci v ATM a RFS byl v nasi kohorté nalezen i pro primarni nadory (P=0,018,
P=0,138 po FDR korekci), uz ale ne pro primarni nadory v kohorté¢ TCGA pacientd.
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Obrazek 41: Piezivani pacientll rozdélenych na zaklad¢ pfitomnosti variant se stiedni nebo

vysokou zdvaznosti v synchronnich jaternich metastazach. (4) déika preziti bez relapsu (RFS), gen
MUCSAC. (B) celkova délka preziti (OS), gen MUCSAC. (C) RF'S, gen DNAHI1. (D) OS, gen ATM.
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5. Diskuze

Jak je patrné z nasich vysledkl a z dostupné literatury, moderni metody genomické
analyzy umoznuji odhalit souvislosti s prognézou a predikci u¢innosti terapie a jevi se jako
cenny nastroj terciarni a kvartérni prevence nadorovych onemocnéni. Zejména zavedeni
rutinniho klinického testovani kli¢ovych variant v kombinaci s expresnimi profily s jasnym
vyznamem pro prognostiku a predikci lécebnych vystupli by mohlo piinést zasadni
zefektivnéni terapie a minimalizaci nadmérné ¢i zbyte¢né medikace v souladu s konceptem

personalizované mediciny, piinasejici vyznamny socialné-ekonomicky benefit.

5.1.  Role a interakce genti oxysterolové signalizace u karcinomu prsu

Ve dvou studiich byla ve vzorcich od pacientek s ER pozitivnim lumindlnim
subtypem karcinomu prsu postupné prozkoumdéna zarode¢na a somatickd variabilita ve
113 genech oxysterolovych drah, jejich exprese mRNA a jejich potencidlni interakce
s miRNA na celotranskriptomové trovni. V prvni studii bylo dosazeno pro tyto geny
bezprecedentné robustniho a detailniho sekvenovani a zmapovéani genetické variability,
v druhé studii pak rozsifeni této informace propojenim s daty z mRNA sekvenovani a méteni
exprese miRNA na mikrocipech. Vysledky byly analyzovany v kombinaci s klinickymi daty
s cilem odhalit role oxysterolovych geni v karcinomu prsu, jejich interackce, a kandidatni
biomarkery pro predikci a prognostiku, tj. pro terciarni prevenci.

Vysledkem prvni studie (Holy et al. 2022) bylo 15 zarode¢nych variant, které riznym
zpusobem asociovaly s pfezivanim pacientek. Nutno ale podotknout, ze zadny z téchto
vysledkl neobstal po korekci na mnohocetné testovani. Konkrétni nalezené varianty nepatii
mezi Casto citované v kontextu nadorovych onemocnéni (pro stru¢nou diskuzi literatury viz
Priloha IT — suplementéarni text) a vyskytuji se z vétSiny v netranslatovanych oblastech
(UTR, angl. ,,untranslated region®) a intronech, nebo jsou synonymni, takze jejich dopad na
protein je pfinejmensim nejasny. Validace by vyzadovala studie o velmi vysokém poctu
pacientek, jelikoz varianty nebyly v souboru hojné zastoupeny. Zaroven by takova studie
vyzadovala bud’ spolehlivou komplementarni metodu k nasemu panelovému NGS, jako
napt. PCR genotyping nebo Sangerovo sekvenovani, nebo pouziti obdobného ptistupu jako
v nasi studii, pficemz obé moznosti by s sebou nesly nemalé¢ naklady s malou Sanci na
uspéch. Vzhledem v témto diivodiim bylo od nésledné validace téchto variant upusteéno.

Pro somatické varianty se zaprvé potvrdil znamy fakt, ze oxysterolové geny nepatii
mezi ¢asto mutované v nadorech. Druhym diivodem pro nizké pocty nalezenych variant byl

zamérny vybér vzorkl do studie tak (maximaln¢ stadium II), aby vysledky nebyly zahlceny
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ptilis velkou mutacni zatézi, kterou by s sebou pfinesly vzorky nddort v pokrocilejsim
stadiu. V tomto pripad¢ tedy nebylo mozné analyzovat asociace jednotlivych variant, jelikoz
ty byly zfidka sdilené vice pacientkami zaroven. Dle o¢ekdvani pocet nalezenych mutaci na
gen zhruba odpovidal relativni délce jednotlivych genii. Analyza tedy byla provedena na
zakladé mutovanosti jednotlivych genti nebo skupin genti, a to jak pro pouze kdédujici
varianty, tak pro vSechny typy variant. Napadna ptitomnost dvou hypermutovanych vzorkt
v kohort¢ (n=99), dosahujicich nékolikanasobn¢ vyssich poc¢tli mutaci nez median, ukazala
na nutnost provadéni analyz jak s témito vzorky, tak bez nich. Vys§i mutacni zatéz obecné
korelovala s hor§im pfezivanim pacientek, coz by odpovidalo tomu, Ze pokrocilejsi nadory
jsou zpravidla vice mutované. Zajimava byla skupina 20 genii nami oznacena jako ,,PR set*
(Obrazek 17C, str. 61), které byly vyrazné¢ mutovanéj$i nez zbytek panelu, a byl zde
signifikantni rozdil mezi PR pozitivnimi (méné mutaci) a negativnimi (vice mutaci)
pacientkami (Obrazek 18, str. 62). Tento rozdil se zaroven odrazel i v délce piezivani, ktera
byla kratS$i pro pacientky s mutacemi v PR setu (Obrazky 17A a 17B, str. 61) oproti
nemutovanym, a to vyraznéji nez by odpovidalo celkovému trendu. V literatufe dosud tato
skupina genti nebyla spojovana se stavem PR nebo s piezivanim pacientek s karcinomem
prsu. Dalsi asociace s krat§im piezivanim byly pozorovany pro mutace v CYP46A1 a deviti
funkéné souvisejicich genech (STRING-CYP46A1). Tento gen kdduje enzym podilejici se
na syntéze mimo jiné 24-HC v neuronech, kde je témét exkluzivné exprimovan. Proto byl
dosud spojovan s nadory zejména v mozku (Han et al. 2020). V jedné studii produkce 24-
HC in vitro potencidlné¢ podporovala angiogenezi pankreatickych neuroendokrinnich
nadorovych bunék (Soncini et al. 2016). 27-HC je v buiikdch nadorl prsu prokdzanym
stimulantem ristu skrze dva rizné efekty na ER a LXR (Nelson et al. 2013). Strukturné
podobny 24-HC by tedy teoreticky mohl mit podobny ucinek. Jiz je znamo, ze 24-HC dokaze
rovnéz aktivovat LXR (Lehmann et al. 1997; Okabe et al. 2013; Jakobsson et al. 2012;
Shafaati et al. 2011), a také, Ze se bézné nachazi v relativné vysokych koncentracich
v plazmé (van Reyk et al. 2006). Mutace né€kolika dalSich genli asociovaly s hor$im
pfezivanim, ale tyto vysledky byly zaloZeny na nizkych poctech pozorovani a na rozdil od
CYP46A1 byly jen slab¢ signifikantni po FDR korekci (pro detaily viz Priloha II).

V nasledujici studii (PFiloha III) jsme se zaméfili na sledovani exprese mutovanych
a nemutovanych oxysterolovych gent a propojili tuto informaci s expresi vice nez 2000
miRNA. V rdmci studie byly provedeny 1 samostatné analyzy exprese mRNA a miRNA
s klinickymi daty. Pacientky s mutacemi v CYP4641 a STRING-CYP46A1 z piedchozi
studie, které mély signifikantné krat$i délku pieziti, byly zde zaroven témi, které mély
zaroven nejvice diferencidlné mutovanych oxysterolovych gent ze vSech naSich analyz.
Konkrétné pro EBP, PPARGCIB a DHCR7 bylo zvySeni exprese nejmarkantnéjsi. V této
studii jsme tedy lépe charakterizovali tuto Spatné pfezivajici skupinu, ale miZeme jen

spekulovat, jaké faktory stoji za jeji Spatnou prognézou. STARDS byl dal$im vyrazné vice
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exprimovanym genem, a to u pacientek s postizenim lymfatickych uzlin oproti t€ém bez
postizeni. Jde o klicovy gen pro regulaci homeostdzy cholesterolu, zejména v jatrech
(Rodriguez-Agudo et al. 2019). V jaternich nadorech pak byla jeho vysokd exprese
asociovana s lepsi prognézou a nizs§im grade nadoru (Liu et al. 2022), coz je zdanlivé opacny
jev nez v nasi studii, 1 kdyz pochopiteln¢ tyto vysledky nejsou ptimo srovnatelné. Bohuzel
vice o tomto genu v onkologickém kontextu neni znamo, 1 kdyz v blizké budoucnosti se
mozna stane CastéjSim predmétem zdjmu (Rodriguez-Agudo et al. 2019). Za vedlejsi
vysledek pak lze povazovat ndlez asociace vysoké exprese miRNA miR-19b-3p s kratSim
prezivanim pacientek (DFS), kterd byla v jinych formach (OS a DSS) na hranici signifikance
nalezena i ve validacnich kohortach TCGA. Tato miRNA je soucasti rodiny miR-19 a je
exprimovana v rdmci dvou paralognich klastrii — miR-17-92 a miR-106b-25. Pravé miR-17-
92 je vysoce exprimovan v mnoha typech nadorii (Zhao et al. 2022) a rodina miR-19 je
onkogennim aktivatorem jeho exprese (Olive et al. 2009). V nadorech prsu pak byla exprese
miR-19b-3p navrzena jako prognosticky biomarker (Li et al. 2018b), jedna se ale o jedinou
takovou studii, pficemz neposkytuje specifické informace pro jednotlivé subtypy
onemocnénti.

Hlavnim piinosem multiomické studie ale bylo zmapovani mRNA-miRNA interakci
oxysterolovych genti pomoci korelacnich siti (Obrazek 21, str. 66). Tento piistup nebyl do
té doby v oblasti oxysteroll pouzit. NejnapadnéjSimi geny v této siti byly CH25H (vétSinou
pozitivni korelace s miRNA) a ESRI (vétSinou negativni korelace). Tyto geny byly vysoce
signifikantné (p<0,01 po FDR korekci) propojeny skrz miR-100-5p, miR-125b-5p a miR-
199b-5p a déle pak skrze miR-130a-3p, miR-143-3p, miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-
376a-3p a miR-376¢-3p. Tyto miRNA zaroven odpovidaji nejsilnéji koexprimované skupiné
miRNA (Obrazek 20, str. 64). VSechny tyto korelace byly zaroven nalezeny i ve valida¢nich
datech a fada z nich 1 v databazich. DtleZitost ERa (gen ESR/) pro nadory prsu je nesporna
(Brufsky a Dickler 2018) a s oxysteroly je spojovan zejména diky 27-HC, ktery se mliZze
chovat jako SERM (Umetani et al. 2007). CH25H koduje enzym 25-hydroxylazu,
zodpovédnou za produkei dilezitého signaliza¢niho oxysterolu, 25-HC, z cholesterolu (Cao
et al. 2020). Jednim z receptorti vazajicich 25-HC je i ERa, jehoz aktivace timto oxysterolem
podporuje rist prsnich a ovaridlnich nddorovych bunék in vitro (Lappano et al. 2011). NaSe
vysledky naznacuji, Ze funk¢éni vazba 25-hydroxylazy na ERa by mohla byt zprostfedkovana
nejen 25-HC, ale 1 epigeneticky skrze miRNA. DalSim genem siln€ negativné korelovanym
s CH25H skrze n¢které z téchto miRNA byl INSIGI, dulezity regulator cholesterolové
homeostazy. I u n& byla dfive prokdzadna modulace vazbou 25-HC (Ouyang et al. 2020).
Poslednim genem, ktery je tfeba zminit, je ABCA9, membranovy transportér lipidd, jehoz
exprese byla negativné korelovana s ESRI a INSIGI skrze miR-99a-5p a miR-125b-5p.
MiR-99a-5b, miR-125b-5p a miR-100-5p jsou soucasti dvou znamych klastri — miR-
100/let-7a/miR-125b-1 a miR-99a/let-7c/miR-125b-2, jehoz nizka exprese byla asociovéna
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s kratsim OS u pacientek s lumindlnim A subtypem nddoru (Sekilde et al. 2019). Tento
vysledek jsme se pokusili validovat i v nasi subkohorté (26 pacientek) a pozorovali jsme
naznaky této asociace s OS i DFS, kter¢ ale vzhledem k nizkému poctu pozorovani nenabyly
statistické signifikance. MiR-99a-5p, miR-100-5p, miR-125b-5p, miR-130a-3p a miR-376¢c-
3p byly dfive navrzeny jako biomarkery karcinomu prsu v krvi (Wang et al. 2023; Huo et
al. 2016). Osa interakci CH25H-ESRI-INSIGI, popt. 1 ABCAY, skrze vSechny zminéné
miRNA (Obrazek 42), se ukazala jako velmi zajimavy vysledek, zasluhujici dalsi vyzkum.
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Obrazek 42: Interakéni sit’ gentt INSIG1, ESR1, CH25H a ABCAO.

Prerusovana ¢ara — negativni korelace. Plna ¢ara — pozitivni korelace. Tmavé modra c¢ara — validovdano v obou

TCGA kohortich. Svétle modrd ¢dara — validovino v jedné kohorté TCGA. Sedd c¢dra — nevalidovino ani

v jedné kohortée TCGA.

Nejveétsi limitaci obou studii byly zaprvé nizké poCty pacientek v jednotlivych
analyzach podskupin, coZ bylo jesté prohloubeno nedokonalym piekryvem kohort ve druhé
studii (67 pro mRNA, 123 pro miRNA, 56 pro mRNA-miRNA, atd., Obrazek 19, str. 63).
Na druhou stranu korelaéni vztahy, které byly hlavnim cilem druhé studie, byly ve velkém
procentu uspésné validovany ve vétSich souborech pacientek a/nebo v databazich. Dalsi

limitace vychazi ze samostatné podstaty analyzy. Na zaklad¢ korelaci nelze potvrdit nebo
vyvratit funkéni vztah, ale pouze poskytnout hypotézy a voditka pro dalsi studie, tentokrat
experimentalni a specificky zaméfené na jednotlivé vztahy. Treti limitaci je pak
charakteristika pacientek vybranych do studii, kdy se jednalo exkluzivné o eské pacientky

93



s ER pozitivnim luminalnim karcinomem prsu v nizkém stadiu; Slo tedy o vysoce homogenni
skupinu jak klinicky, tak etnicky. Vysledky proto nelze zobecnovat na jinou populaci (kromé
téch validovanych na jinych souborech). Na druhou stranu vysoka homogenita souboru
snizuje Sanci tzv. ,,confoundert®, tj. vedlejSich faktort zkreslujicich nalezené zavislosti nebo

zpusobujicich falesné pozitivni vysledky.

5.2.  Studie celoexomovych mutacnich profili a vybranych geni u
pacientek s karcinomy ovarii s rozdilnou odpovédi na 1é¢bu
platinovymi derivaty

Epitelialni OVC je chorobou se Spatnou prognézou a navzdory pokrokiim
v molekularni klasifikaci stidle chybi spolehlivé biomarkery pro prognostiku a predikci
odpovédi na 1écbu. V nasi studii (Hlavac et al. 2022, Priloha I'V) jsme méli za cil porovnat
mutacni profily pacientek rezistentnich a senzitivnich na 1écbu platinovymi derivaty, a to
komplexnim zptisobem na celoexomové Urovni, a zdroveil poskytnout tato data védeckeé
vetejnosti jako odrazovy mustek pro dalsi vyzkum. Kromé déleni dle odpovédi na 1écbu byly
analyzovany 1 role histologického subtypu a dalSich klinickych parametri, vcetné délky
pfeZivani pacientek.

Rezistentni pacientky mély vyznamné vyssi pocet mutaci v genu 7P53 nez pacientky
senzitivni (Obrazek 27, str. 73, a Obrazek 28, str. 74). Tento jev byl patrny 1 pfi srovnani
celé drahy p53 (Obrazek 29, str. 74), ale to témet zcela kvili samotnému 7P53, ktery v
mutovanosti jasné dominoval v celé draze. Pacientky s mutaci mély riziko rezistence (OR)
pro rezistenci téméf osmkrat vyS$i nez nemutované a rezistentni pacientky mély zaroven
Cast€ji varianty s vysokou zdvaznosti (frameshift, nonsense). P53 (gen 7P53) je asi
nejznaméjsi tumor supresor, zodpoveédny za detekci poskozeni DNA a zastaveni bunééného
cyklu v prechodu G1-S. Pokud nemtze byt DNA opravena, p53 se podili na spusténi
apoptozy. Zarodecné mutace v TP53 vedou k syndromu Li-Fraumeniho a somatické mutace
stimuluji karcinogenezi (Thomas et al. 2022). Mutovanost 7P53 v nasem souboru
odpovidala valida¢ni kohorte¢ TCGA-OV i dostupné literature (Ahmed et al. 2010; Patch et
al. 2015). Jist¢ dikazy existuji 1 pro schopnost mutacni zatéze v TP53 predikovat
chemorezistenci (Brachova et al. 2015). Inhibice drahy P53 v epitelidlnich ovarialnich
nadorech mize vést k zvySeni G€innosti karboplatiny (Leijen et al. 2016) a tato draha je
v soucasnosti pfedmétem vyzkumu novych cilenych terapeutik (Zhang et al. 2022, s. 53).

Draha Hippo byla vyrazn€ méné cCasto mutovand u rezistentnich pacientek.
V buiikach se podili na proliferaci, apoptoze a obnoveé kmenovych bun€k. Jeji kindzova ¢ast
ma tumor supresivni UCinky, zatimco jeji transkripéni c¢éast stimuluje rast nadort

(Cunningham a Hansen 2022). Dal$im diferencialné mutovanym genem byl PABPC3, jehoz

94



varianty zaroven kosegregovaly s t¢émi v PABPCI. Oba geny jsou obecné dlilezité v regulaci
translace vazbou na poly(A) konce transkriptii (Xiang a Bartel 2021). PABPC3 patii mezi
vysoce mutované geny v malignich ovarialnich bunikach (Chen et al. 2021) a PABPCI je
potencidlnim biomarkerem malignity epitelidlniho OVC (Feng et al. 2021) a je evidovan
v databazi COSMIC jako oncodriver druhého stupné (Sondka et al. 2018). Dle nasich
vysledkit mutace v téchto genech mohou asociovat s horsi odpovédi na 1écbu.

TTN, MUCS5B a dalsi FLAGS geny (Shyr et al. 2014) byly v disledku své délky a
¢asté mutovanosti navrzeny jako indikétory celkového TMB (Jia et al. 2019; Oh et al. 2020),
ktery je prediktorem odpovédi na inhibitory imunitnich checkpointl (Rizvi et al. 2018).
V nasi studii byly mutace v 7P53 vyznamné kosegregovany s t¢émi v 7TN a MUC5B, ale jen
u platina-senzitivnich pacientek. Déle se potvrdila z literatury zndma zavislost progndzy na
mutacéni zatézi (Chalmers et al. 2017), kdy pacientky s nadmedidnovym poc¢tem somatickych
variant nebo CNV mély signifikantné delsi dobu OS, ackoli epitelidlni ovaridlni nadory
obecné nepatii mezi nddory s castym vyskytem vysokého TMB (Yang et al. 2018). Z naSich
dat proto mlizeme usuzovat, Ze i v naddorech, které nespliuji typické parametry pro TMB
(nejcastéji >20 nebo >10 mutaci na Mb, definice mohou byt rizné), mize mutacni z4t&z hrat
prognostickou roli.

Sekundarni analyzy subtypl ukézaly, Ze pacientky se subtypem HGSC mély celkové
vyrazné vysSi mutacni zatéz a vyS$i pocet mutaci v TP53. Zéaroven pacientky s mutaci
v draze TP53 mély témét 10krat vyssi Sanci na subtyp HGSC nezZ vSechny ostatni subtypy
dohromady. To je v souladu se sou¢asnym povédomim o inaktivaci p53 typické pro HGSC
(Harbin et al. 2022). Pacientky s HGSC ale mély zaroveit méné mutaci v PABPCI, ZNF717,
RBMX, SLCI9B1 a TFAM, pti¢emz s vyjimkou PABPCI v podstaté neexistuje literatura
popisujici jejich roli v ovarialnich nadorech.

Studie rovnéz potvrdila prognostickou a prediktivni roli profilovani geni HRR.
Sestnact gentt HRR, které byly navrzeny jako potencialni biomarkery vhodné do klinického
testovani (Norquist et al. 2018), byly i vna$i studii prediktory odpovédi na lécbu
platinovymi derivaty a rovnéz delSiho OS (str. 77 — Tabulka 7, Obrazek 32). V tomto
pfipad¢ jsme do analyz zahrnuli jak somatické, tak zarodecné varianty, coZ neni
v obdobnych studiich bézné (Norquist et al. 2018; de Witte et al. 2022). Zdaleka nejvice
zarode¢nych mutaci se vyskytovalo v genech BRCA1 a BRCA2, zatimco varianty v ostatnich
genech byly vyrazné méné cetné nebo neexistujici, coz naznacuje, Zze panely HRR genti
mozna vyzaduji pfehodnoceni pfed uvedenim do praxe.

Nejveétsi limitaci studie je nizky pocet pacientek v nékterych analyzach, obzvlast’ ve
srovnavani malych podskupin. To vychézi z pfisného vybéru pacientek do studie a také
velké finan¢ni nédkladnosti metody. Naklady navic vzrostly z toho diivodu, Ze na rozdil od
vétsSiny obdobnych projektt jsme zvolili pomérné vysokou hloubku pokryti, kterd ndm ale

poskytuje vétsi detailnost a robustnost vysledkil, rozSifuje moznosti v bioinformatické
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analyze, a odliSuje tento projekt od vetejné¢ dostupnych dat ziskanych z velkého poctu
pacienttl, ale s nizkym pokrytim. Také jsme pouzili pouze vysoce kvalitni vzorky zamrazené
tkan¢ vyhradn¢ pied zahdjenim 1éCby a pred rekurenci, ¢imz studie také pievysuje bézny
standard. Zvolené exomové sekvenovani bohuzel nedovoluje analyzu velkych strukturnich
variant a velkych CNV, ani nekodujicich variant (drtivé vétSiny), na néz se v posledni dobé
upina stale vice pozornosti (Ewing et al. 2021; Aganezov et al. 2020; Dietlein et al. 2022).

Ekonomictéjsim piistupem nez celoexomové, popt. celogenomové sekvenovani je
zamétené sekvenovani genovych paneld, vybranych na zaklad¢é vysledkd rozsdhlejSich
studii. To navic umoziuje vyrazn¢ vyssi sekvenacni pokryti a tedy vyssi citlivost a
spolehlivost, zasadni pro klinické vyuziti. Na druhou stranu neumoziiuje spolehlivé
stanoveni CNV a strukturnich variant, ani mutac¢nich podpisti (az na vyjimky (Batalini et al.
2022)), jejichz klinicka relevance postupné roste. Pro detekci klinicky dtlezitych kratkych
variant je ale panelové sekvenovani velmi vhodné (Cheng et al. 2015).

Pro dalsi studii jsme zvolili panel 144 geni, které by na zakladé naSich ptedchozich
vysledki a dostupné literatury mohly mit relevanci pro odpovéd’ pacientek s OVC na terapii
platinovymi derivaty. Tyto geny jsme osekvenovali s vysokym pokrytim u 48 pacientek
rozdelenych dle odpovédi na platinové derivaty. V této praci byly uvedeny pouze piedbézné
vysledky pro somatické varianty. Analyzy zarode¢nych variant a propojeni s klinickymi daty
v dobé& odevzdani disertacni prace nebyly dokonceny a nejsou proto v této praci popsany.

Data somatickych mutaci pro cely soubor byla porovnana s vysledky z ptedchozi
studie, pficemz Sest pacientek bylo shodnych, coz umoznilo pfimé srovnani detekovanych
variant u téchto pacientek. Prvni vysledky demonstruji vyssi citlivost panelového
sekvenovani oproti celoexomovému, ktera umoznila zachytit vice zdvaznych somatickych
variant, konkrétn¢ varianty v TP53 ovliviiyjici sestfih mRNA. Tyto varianty jsou
potencialné¢ vysoce relevantni pro pacienta, ale pii rozsdhlém sekvenovani by
pravdépodobné nebyly detekovany. Data pro HGSC pacientky byla porovnéana se souborem
konsorcia GENIE (n=1209), pochazejicim z klinického panelového sekvenovani na
desitkach pracovist. Relativni pocet sestithovych variant v 7P53 v nas$i studii byl vyssi 1
oproti tomuto souboru. To mohlo byt zpisobeno nahodné zvySenym vyskytem téchto variant
v nasi pomérmn¢ malé kohorté (n€kolik pacientek navic oproti ocekdvani) nebo rozdilnym
pokrytim intronovych usekt vzdalenych 2 bp od hranic exonil, v nichz se tyto varianty z
definice nachazeji. Celkova Cetnost zavaznych nebo stiedné zadvaznych variant 7P53 ale byla
u panell téméf identickd, a mirn€ vyS$si nez u celoexomovych profilt (Obrazky 34A a 34B,
str. 80). Zcela uspokojivé porovnani s daty z databaze TCGA, vychdzejici z dat
celoexomového a celogenomového sekvenovani, bohuzel nebylo mozné, jelikoz TCGA
neobsahuje jednoznacné informace o subtypech OVC, které jsou rozhodujicim faktorem pro
frekvenci mutaci v fadé gent, vCetné TP53 (neni mozna spolehlivd redukce na HGSC

subtyp). V kohort¢ TCGA-OV redukované pouze na serdzni cystadenokarcinomy (n=397),
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a tedy obsahujici kromé HGSC i obecné méné mutované subtypy, je ¢etnost stfedné a vysoce
zavaznych variant v TP53 90% a podil pacientek s variantou v sestfithovém misté je 9,3 %
(Grossman et al. 2016), tedy vyssi nez v kohortach studie celoexomového sekvenovani a
GENIE. To demonstruje rozdilnost vysledki pifi pouziti riznych sekvenacnich metod,

bioinformatickych postupt, nddorovych vzorkt a populaci pacientek.

5.3.  Srovnani celoexomovych mutacnich profili kolorektalnich
karcinomi a jejich synchronnich jaternich metastaz

V nésledujici studii (Hlavac et al. 2023, Priloha VI) jsme se zaméfili na srovnani
parovych vzorkil primarnich kolorektalnich nadorti a jejich synchronnich jaternich metastaz
(dale jen ,,metastdzy*) na celoexomové urovni, ve spojeni s informacemi o odpovéedi
pacientll na lé¢bu a délkou ptezivani. Na rozdil od primarnich nddorl jsou metastdzy malo
prozkoumanymi tkanémi, ackoli jejich chovani je vyznamnym faktorem pro prognézu a
terapii a jejich genomicka charakterizace by mohla ptinést nové biomarkery.

Ackoli nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v celkové mutaéni zatézi mezi
primérnimi nddory a metastazami, byly pozorovany drobné rozdily v poctech a v typech
variant v jednotlivych genech nebo onkogennich drahach (Obrazek 35, str. 82), které ale
nemohly nabyt statistické signifikance vzhledem k omezenému poctu pacientli ve studii
(n=20). Dalsi rozdily byly nalezeny u priméarnich nadort S$patné¢ odpovidajicich pacientd,
které obsahovaly vyznamné vys§i pocet mutaci 7P53 s vysokou zavazZnosti neZ primarni
nadory dobfe odpovidajicich. To by mohlo znamenat, Ze tyto varianty jsou jednou z pficin
rezistence a mohla by na né byt zaméfena cilend 1é€ba (Zhang et al. 2022). Dale byla
v primarnich nadorech v nasi skuping, stejné€ jako ve valida¢nich datech ziskanych z projektt
TCGA-COAD a TCGA-READ (Ellrott et al. 2018), potvrzena Spatna prognoza (kratsi DFS
1 OS) pacientll s mutovanym genem KRAS (Obrazek 40, str. 88). Potvrdili jsme tak vysledek
jiné studie na 13101 pacientech (Ugai et al. 2023). Mutovanost KRAS v primarnich nadorech
v nasi kohorté (15 %) byla mensi nez v jiné studii (40 %) (Serebriiskii et al. 2019), coz je
pravdépodobné zplisobeno tim, Ze pacienti s mutaci v KRAS maji obecné agresivnéjsi nador,
hors$i progndzu a nizsi pravdépodobnost resekce jaternich metastaz (Modest et al. 2016), coz
bylo kli¢ové kritérium pro zahrnuti do nasi studie. Vyssi podil KRAS-mutovanych pacienti
byl ale v metastazach (25 %), coz by mohlo znamenat horsi efektivitu anti-EGFR 1é¢by a
1é¢by tyrosin kinazovymi inhibitory u té€ch pacientii, kteti nebyli mutovani v primarnim
nadoru, a ukazuje to na potencialni klinicky pfinos sekvenovani metastaz. Jeden z pacient
mel mutaci KRAS-G12C v obou typech vzorkli, a mohl by tak byt kandidatem pro
personalizovanou cilenou terapii (Schirripa et al. 2020). Nejvétsi rozdil v mutovanosti mezi

primarnimi nadory a metastazami byl v genu TRIPII (Obrazek 36, str. 83), o kterém
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v kontextu onkologie neni mnoho znamo, ale in silico analyza protein-proteinovych
interakci nastrojem STRING (Szklarczyk et al. 2021) ukazala fadu vazeb na rodinu proteint
RAS, kter¢ jsou klicové pro onkogenezi, prognézu i terapii CRC 1 jinych nadort (Gimple a
Wang 2019). TRIPII by mohl, po dikladné validaci v dalSich, pfedevsim funk¢nich
studiich, byt novym kandidatnim biomarkerem metastdzovani CRC.

U metastdz byly mutace v nékterych genech, napi. MUC5SAC a DNAHII,
signifikantn¢ asociovany s kratSim piezivanim pacientt, a v ptipadé genu 4 TM to platilo pro
oba typy vzorkll (Obrazek 41, str. 89). Bohuzel nebyla mozna validace téchto vysledk
ve vefejné dostupnych datech (databaze SRA nebo predchozi publikace) z davodii
uvedenych dale.

Analyza variant s potencidlem pro cilenou 1écbu u rezistentnich pacientli ukazala, Ze
pacienti se $patnou odpovédi na neoadjuvantni systémovou terapii méli celou fadu takovych
variant, napt. v genech KRAS nebo TP53, v primarnich nadorech. Jejich pocet ale vyrazné
klesal u metastaz, coz naznacuje, ze zatimco indikace cilené 1écby by mohla byt smysluplna
pro primdrni nador, stejna 1écba by pravdépodobné nebyla G€innd u metastdz. Toto zjisténi
opét podtrhava smysl sekvenovani metastdz pro klinickou praxi, ne jen samotnych
primarnich nadora.

V této studii byl nejvétsi limitaci nizky pocet pacientli, vyplyvajici z obtiznosti
ziskani kvalitné¢ zdokumentovanych péarovych vzorkl primarnich nadort a synchronnich
metastaz. Specificky byly do studie vybirany pouze synchronni metastazy, a metastazy
metachronni nebyly zahrnuty, ze dvou divodi. Za prvé, interval mezi odbérem vzorku
primarniho nddoru a metachronni metastazy je vysoce variabilni, na rozdil od intervalu mezi
odbérem primarniho nadoru a synchronni metastazy, coZz by pochopitelné¢ mohlo ovlivnit
cetnost mutaci. Za druhé synchronni a metachronni metastazy se liSi v prognoze i
terapeutickém pfistupu (Colloca et al. 2020). Metachronni metastazy znamenaji lepsi
progndzu mozné z toho divodu, Ze jsou Castéji diagnostikovany v pacientech s pfedchozim
karcinomem v levé ¢asti tlustého stfeva (Yamashita et al. 2018). Delsi ¢as do progrese po
adjuvantni terapii znamena, ze opét roste heterogenita souboru z hlediska mutaci.
Adjuvantni terapie také ovliviluje chovani metachronnich metastaz selekci rezistentnich
klont, a to opét heterogenné vzhledem k riznym terapeutickym rezimlm. Synchronni a
metachronni metastdzy by proto mély byt studovany odd¢€lené, a studie by je mély jasné
odliSovat, coz se d¢je zcela vyjimecné. To zaroven souvisi s druhou limitaci, a tou je
nemoznost validace v jiz dostupnych datech vzhledem k tomu, Ze srovnatelnd data
jednoduse nejsou k dispozici. Je proto tfeba novych studii na téchto vzacnych vzorcich,
s kvalitni charakterizaci pacientli, v€etné odliSeni synchronnich a metachronnich metastaz.
Posledni limitace opét vychazi z charakteru vzork, a to ta, Ze ziskat vysoce kvalitni Cerstvé
zmrazené parové vzorky je prakticky neproveditelné, a jedina dostupna tkan je uchovéana ve

formé parafinovych tfezli (FFPE). To s sebou ptindsi komplikace jak pii ptipravé knihoven
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k sekvenovani, tak v bioinformatické analyze a interpretaci. DNA ze vzorkd z FFPE ma
oproti DNA zCerstvé zmrazené tkané vzdy vyrazné nizs$i kvalitu, tj. je vysoce
fragmentovand, obsahuje tzv. cross-linky zptsobené fixaci ve formalinu (mnoZstvi roste
s dobou uchovavani), a také fadu chyb, zejména vice prechodi C>T v disledku deaminace
cytosinu (Arreaza et al. 2016; McDonough et al. 2019; Williams et al. 1999; Mariani et al.
2018). Pocet nalezenych variant miize byt az nékolikanasobny oproti pouziti vysoce kvalitni
DNA. V bioinformatickém zpracovani je potfeba tento aspekt zohlednit a data pfisné
filtrovat (vysoka alelickd frekvence, nizka frekvence v populacnich databézich variant jako
gnomAD (Karczewski et al. 2020), a mnoho dalSich) za Gcelem sniZzeni poctu faleSné
pozitivnich nalezli. To s sebou ale samoziejmé piinasi vyrazné snizeni vérohodnosti
vysledkl a také zvySeni Sance na odfiltrovani skute¢nych pozitivnich vysledki. Jednim
z mala prostredkd, jak zvysit kvalitu dat ziskanych z FFPE vzorkd, je proto pouziti velmi
vysokého pokryti, coz jsme provedli v nasi studii. Exomovy pfistup také neumoznil studium

vétSich variant, podobné jako bylo diskutovano v kapitole 5.2.
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6. Z7.avér

Celkovym cilem této prace bylo pfispét s pouzitim genomickych metod, v Cele
s NGS, k poznatklim v oblastech vyvoje biomarkerii pro predikci a prognostiku ttech typt
nadorti — karcinomu prsu, ovarii a kolorekta. Ackoli u téchto typt nadorti v poslednich
dekddach doslo ke zlepseni efektivity a dostupnosti lécby, pravé diky pokrokim
v molekularni charakterizaci nadord, stale zbyva dlouhd cesta k personalizované mediciné¢

v plném smyslu slova, tj. terapii ,,$ité na miru‘ pacientovi.

Cile €. 1 a ¢. 2 — Studie karcinomu prsu

V oblasti karcinomu prsu byla pfedmétem zajmu malo probadana oblast oxysteroll
a jejich vlivu, v naSem ptipadé spiSe vlivu genll interagujicich s oxysteroly, na luminalni
karcinom prsu a jeho prognézu. Byla odhalena asociace somatickych mutaci v genu
CYP46A41, zodpovédného za produkci 24-HC, a ve skupin€¢ gent snim funkéné
souvisejicich, s hor$i prognézou pacientek. Obdobna asociace byla sledovana pro mutace ve
skupiné dvaceti gentl, které zaroven asociovaly s expresi progesteronového receptoru.

V navazujici multiomické studii byla data rozsifena o data exprese téchto gent a
exprese miRNA na celotranskriptomové urovni, pricemz byla na zékladé korelaci vytvoiena
interakéni sit mRNA-miRNA, poprvé mapujici potencidlné funkéni vazby v oxysterolové
signalizaci v karcinomu prsu. Jako nejzajimavéjsi se jevi interakce v ose ESRI-CH25H-
INSIGI-ABCAY, propojené skrze miRNA miR-125b-5p, miR-99a-5p, miR-100-5p, miR-
143-3p, miR-199b-5p, miR-376a-3p a miR-376¢-3p. Tyto vysledky poskytnou zéklad pro
navazujici funkéni studie v této oblasti. Mutace v genu CYP4641 byly kromé& horSiho
pfezivani asociovany rovnéz s deregulaci fady genli oxysterolové signalizace. Rovnéz byly
zmapovany samostatné vazby mRNA nebo miRNA na klinické parametry, napf. byla

potvrzena jiz znama asociace vysoké hladiny miR-19b-3p s kratSim prezivanim.

Cil ¢.3 — Studie karcinomu ovarii

Pro karcinom ovarii navzdory pokrokiim v molekularni klasifikaci stale chybi
biomarkery pomérn¢ Casté rezistence na Siroce pouzivané derivaty platiny, ktera se bohuzel
ptekryva s rezistenci na cilenou 1é€bu, napt. PARPi. Provedli jsme proto komplexni srovnani
celoexomovych mutacnich profilli mezi pacientkami senzitivnimi a rezistentnimi. Senzitivni
pacientky mély signifikantné vyS$i mutacni zatéz v genu TP53 a zaroven nizsi v n€kolika
genech drdhy Hippo. Mutovanost v genech dréhy opravy DNA homologni rekombinaci
umoznila predikovat senzitivu na 1écbu, pti¢emz predikce byla vyrazné zptesnéna, pokud
byly zapoc€itany i mutace zarode¢né. Dale byly ve studii zmapovany drobné rozdily
v celkové mutaéni zatézi, v mutacnich podpisech a v mutovanosti gentt PACBPC1, PABPC3

a TFAM, mezi pacientkami délenymi dle rezistence, subtypu, nebo délky ptezivani.
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V navazujici, zatim nedokoncené studii pak byly pozorovany zajimavé rozdily v detekci
zévaznych somatickych variant v mistech sestiihu 7P53 pomoci panelového sekvenovani
oproti sekvenovani celoexomovému. Za zcela zésadni zjisténi 1ze povazovat doporuceni jiz
od zacatku sledovat mutovanost gent drahy homologni rekombinace nejen v nadorové tkani,
ale rovnéz ve vzorcich krve pacientek. Podle nasich dat kombinaci zarode¢né a somatické
informace dochazi k podstatnému zvyseni informativnosti molekularnich analyz s ptimym

dasledkem pro prognozu a udrzovaci 1écbu pacientek.

Cil ¢. 4 — Studie karcinomu kolorekta a jeho metastaz

Vétsina pozornosti se ve vyzkumu karcinomu kolorekta upind na primarni nadory.
Pro letalitu onemocnéni jsou ale zdsadni metastazy, jejichZz genomicka charakterizace je
nedostate¢na. Srovnali jsme proto celoexomové mutacni profily pomérné vzacného souboru
pard primarnich CRC a jejich synchronnich jaternich metastaz. Byla potvrzena znama
asociace mutaci v genu KRAS v primarnich nadorech s krat§i dobou do relapsu onemocnéni.
U metastaz byly negativnimi prognostickymi faktory mutace v genech ATM, DNAHI1 a
MUCSAC a vyssi vyskyt mutacniho podpisu SBS24. Nizky pocet pacientd ve studii a
vyjimecnost vzorkl, nedovolujici validaci ve vefejné dostupnych datech, ale znamenaji, ze
vysledky bude tieba ovéfit v budoucich rozsahlejsich studiich. Zadny zkoumany faktor
neasocioval s rezistenci pacientll na chemoterapii. Nase cilené analyzy na homogennim a
klinicky jasné definovaném souboru ale jasné ukazuji na vyznam molekularni informace
nejen z primarniho onemocnéni, ale 1 pokud mozno ze vSech rekurentnich 1ézi, které jsou
bezpecné dostupné pro moznou diagnostiku. Opét se ukazuje, Ze individualizace
molekularniho testovani pfinasi vyznamnou pifidanou hodnotu a umoziuje tak i skute¢né
individualizovanou terapii, kdy by kazdé linii onkologické 1é€by, podle naseho ndzoru, méla

pfedchazet molekularni klasifikace onemocnéni.
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