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Souhrn

Nédorovd onemocnéni dnes predstavuji  obrovskou
socioekonomickou zatéz, pricemz jejich prevalence setrvale stoupa
v mefitku lokalnim 1 svétovém. Diky modernim molekularné-
genetickym a piibuznym metodam bylo odhaleno mnoho biomarkerti
pro lepsi diagnostiku, prognostiku a ucinngjs$i 1é¢bu se sniZzenym
vyskytem nezaddoucich UCinkd, s benefitem pro vSechny stupné
prevence onkologickych onemocnéni.

Cile této prace zahrnuji genomickou charakterizaci pacientek
s karcinomy prsu, ovaria (OVC) a kolorekta (CRC), véetné jejich
nadorové tkané, za ucelem odhaleni novych potencialnich biomarkert
pro zlepSeni prognostiky nebo predikce odpovéedi na 1écbu.

U karcinomu prsu byly pomoci panelového DNA sekvenovani
odhaleny asociace somatickych variant v CYP4641, 9 funkcné
souvisejicich genech a dalSich 20 genech individualn€ asociovanych
s expresi progesteronového receptoru, s krat§im prezivanim pacientek.
Multiomicka studie, propojujici varianty DNA s hladinami mRNA a
miRNA, pfinesla podrobnou interakéni sit” oxysterolové signalizace,
v Cele se zajimavou regulacni osou ESRI-CH25H-INSIGI-ABCA9 a 7
miRNA.

Srovnany byly celoexomové mutacnich profily pacientek s
OVC rezistentnich a senzitivnich na derivaty platiny. U senzitivnich
pacientek byla v nadorech nalezena signifikantné vyssi mutacni zatéz
v genu TP53, ale zaroven niz§i v n¢kolika genech signalizacni drahy
Hippo. Mutace v draze oprav DNA homologni rekombinaci umoznily
predikci senzitivity pacientek na 1éCbu, zejména pii kombinaci
somatické a zarode¢né informace.

Srovnani celoexomovych mutacnich profildi CRC a jejich
synchronnich jaternich metastaz odhalilo nové potencialni negativni
prognostické faktory v metastdzach v genech ATM, DNAHII a
MUC5AC, a vmutaénim podpisu SBS24, coz podtrhuje smysl
molekularni charakterizace metastdz navic k obvykle analyzovanym
primarnim nadortim.



Summary

Cancer represents an enormous socioeconomic burden and its
prevalence is steadily increasing, both domestically and globally.
Thanks to modern molecular genetic and related methods, many
biomarkers have been discovered for better diagnosis, prognosis and
more effective treatment with reduced incidence of adverse effects,
benefiting all levels of cancer prevention.

The objectives of this work include genomic characterization
of patients with breast, ovarian (OVC) and colorectal (CRC) cancers,
including their tumor tissue, to discover new potential biomarkers to
improve prognosis or predict response to treatment.

In breast cancer, panel DNA sequencing revealed associations
of somatic variants in CYP46A1, 9 functionally related genes, and 20
additional genes individually associated with progesterone receptor
expression, with shorter patient survival. A multiomic study linking
DNA variants to mRNA and miRNA levels yielded a detailed
interaction network of oxysterol signaling, led by the notable ESRI-
CH25H-INSIG1-ABCA9Y regulatory axis and 7 miRNAs.

Whole-exome mutational profiles of OVC patients resistant
and sensitive to platinum derivatives were compared. Significantly
higher mutational burden in the 7P53 gene was found in the tumors of
sensitive patients, with also lower mutational burden in several genes
of the Hippo signaling pathway. Mutations in the homologous
recombination DNA repair pathway allowed prediction of patients'
sensitivity to treatment, especially when somatic and germline
information was combined.

Comparison of the genome-wide mutational profiles of CRCs
and their synchronous liver metastases brought new potential negative
prognostic factors in metastases in the A7M, DNAHI1 and MUC54C
genes, and in the SBS24 mutational signature, underscoring the
importance of molecular characterization of metastases in addition to
the commonly analyzed primary tumors.



1.  Uvod
1.1.  Nadorova onemocnéni
1.1.1. Epidemiologie a prevence nadorovych onemocnéni

Néadorova onemocnéni jsou jednou z nejcastejSich pricin tmrti
ve vétsing zemi svéta, véetnd CR, a to nejen u seniorni populace, ale 1
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 faktort v fad¢é zemi (Sung et al. 2021).
Zdaleka nejcast€jSim nadorem u Zen je karcinom prsu, jehoz incidence
je tak vysoka, Ze je zaroven nejcastéjs$im karcinomem celkové. Prvnim
umuzl je pak karcinom plic (tfeti u zen, druhy celkové). Celkoveé tietim
nejcasteéjSim je pak karcinom kolorekta (druhy u Zen, tfeti u muzt).
Karcinomy plic a kolorekta zaroven predstavuji prvni, resp. druhé misto
v celkové mortalité. Karcinomy prsu a prostaty maji navzdory své
vysoké incidenci relativné niz§i mortalitu vzhledem k piiznivéjsi
prognodze. Naopak ovaridlni karcinomy maji kvili své zpravidla
neptiznivé prognodze, zpisobené pozdnim odhalenim a Castym vznikem
rezistence na 1éCbu, mortalitu vysokou, ackoli nepatii mezi nejcastejsi
nadory u zen (Gandaglia et al. 2021; Arnold et al. 2022; Sung et al.
2021; Torre et al. 2018).

Dulezitym nastrojem pro snizeni incidence a mortality
onemocnéni, stejné jako kvality Zivota pacientll, je prevence (Kisling a
M Das 2023). Pojmem primarni prevence obecné rozumime snizovani
rizikovych faktorl vzniku onemocnéni. V kontextu onkologie jde
napiiklad o opatfeni snizujici koufeni a spotfebu alkoholu v populaci,
vakcinaci pro hepatitidam a papilomavirim, nebo kontinualni
monitoring zivotniho prostfedi a produktt z hlediska karcinogenity
(Collatuzzo a Boffetta 2023).



Sekundarni prevence se zabyva brzkym zachytem onemocnéni
v Casném stadiu, a tedy s vyrazné lepsi progndzou, SirSimi moznostmi
1é¢by, a s pacientem v lep$im zdravotnim stavu. Hlavnim nastrojem
jsou pravidelna vySetteni praktickym nebo specializovanym lékafem a
screeningova vySetfeni, a dale napf. dispenzarizace jedinci se
zvySenym rizikem vzniku nadoru na zaklad€ rodinné anamnézy nebo
genetického vysetfeni (Loomans-Kropp a Umar 2019).

Cilem terciarni prevence je snizit morbiditu a zvysit kvalitu
Zivota pacientl béhem 1écby nebo v remisi, a to mimo jiné rehabilitaci
a psychologickou pomoci (Jacobsen a Andrykowski 2015; Kisling a M
Das 2023). Cilem je také zachytit piipadnou rekurenci onemocnéni co
nejdiive, ¢imz se vyrazné zvysuje Sance na vyléCeni. Zde jsou zasadni
pravidelné kontroly u onkologa a jinych specialistli, a pokra¢ovani ve
screeningovych vysetfenich i pivodné€ nepostizenych organi (Vorlicek
et al. 2009).

Kvartérni prevenci se rozumi predvidani a predchazeni
dopadtim [é¢by. Existuje pfedevsim snaha o prevenci nedostatecné (tzv.
,undertreatment*) nebo naopak pfili§ drastické (tzv. ,,overtreatment®),
popft. jinak nevhodné 1éCby, nebo upusténi od zbytecného testovani,
piedstavujiciho zatéz pro pacienta i zdravotnicky systém (Martins et al.
2018; Norman a Tesser 2019). V nékterych zdrojich je kvartérni
prevence zahrnuta do definice prevence terciarni (Blackburn 2010).

1.1.2. Karcinom prsu — klasifikace

Nédory prsu jsou ve vétSingé piipadi benigni cysty nebo
fibroadenomy, popft. karcinomy in situ, tj. prekancer6zni nalezy (tzv.
stadium 0), s potencidlem zmény na invazivni malignanci. Karcinomy
(invazivni i in situ) se déli na duktalni nebo lobularni, popf. tubularni,
medularni nebo mucindzni. Nej¢astéjsim typem zhoubného nadoru prsu
je invazivni duktalni karcinom (70-85 % piipadt). Pro urceni stadia (I-
IV) karcinomu prsu je tradiéné¢ vyuzivana klasifikace zalozend na
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klinickém hodnoceni rozsahu primarniho tumoru (T), postiZzeni
lymfatickych uzlin (N) a pfitomnosti vzdalenych metastaz (M), zvana
TNM (Tabulka 1). Obdobou tohoto hodnoceni pro patologii je pak
systém pTNM. Agresivita nadoru je vyjadifovana histopatologickym
posouzenim tzv. grade (1-3) (WHO 2019).

U karcinomil prsu se rutinné pouziva molekularni klasifikace,
do velké miry urcujici 1écebny postup (Tabulka 1).

Tabulka 1: Molekularni subtypy a doporuceni pro systémovou lécbu
karcinomu prsu
Subtyp Definice subtypu Typicka 1écba

ER poz. a/nebo PR poz., )
hormonalni, vétSinou pouze

Luminalni A HER?2 neg., Ki-67 < prah, )
adjuvantni
grade <3
ER poz. a/nebo PR poz.,
Luminalni B ) )
HER2 neg., Ki-67 > prah, chemoterapie + hormonalni
HER?2 negativni
grade > 1
Luminalni B ER poz. a/nebo PR poz., ) ]
chemoterapie + anti-HER2
HER?2 pozitivni HER?2 poz.
Neluminalni ER neg. a PR neg., HER2 ) )
chemoterapie + anti-HER2
HER?2 pozitivni poz.
ER neg. a PR neg., HER2 )
Triple negativni chemoterapie
neg.

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

1.1.3. Karcinom ovaria — klasifikace

Morfologicky mtizeme nejbéznéjsi nadory ovarii rozdélit na
serozni (cca 70 % high grade, HGSC, 5 % low grade, LGSC), dale
endometroidni (cca 10 %), svétlobunéény (ang. ,,clear cell“, cca 10 %)
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a mucindzni (< 3 %), pficemZ vSechny tyto nadory jsou epitelidlniho
puvodu. Zbytek tvoii nadory plivodu germinalniho. (McCluggage
2011; Torre et al. 2018). VSechny tyto typy maji odliSnou prognozu,
pticemz HGSC ji mé nejhorsi, zatimco endometrioidni a mucindzni
karcinom maji prognézu nejlepsi. Tyto subtypy zaroven vykazuji
charakteristické molekuldrni abnormality, které mohou byt divodem
pro cilenou 1écbu (shrnuto v Tabulce 2, str. 11).

Tabulka 2: Piehled nejcastéjSich typt epitelovych karcinomil ovarii a

jejich vlastnosti
Svétlo- Muci-

Typ HGSC LGSC Endom. . L, Nezavisle
bunéény noézni
Procento 70 <5 10 10 3
v§ech
Senzitivita . Y. . s ‘s
K chemo vysoka stiedni vysoka nizka nizka
. M . Y 4 i stiedni/$ |
Prognéza Spatnd stfedni dobra . dobra
patna
TP53
BRCAI ixg C]\iz;vfll ARIDIA
BRCA2 PIK3CA TMB-H
Molekularni CSN NRAS PTEN PT?;SV KRAS MSILH
abnormality HER?2 ARIDIA HER2
NF1 FGFR2 KRAS mTOR dMMR
RBI KRAS
CDKI2 PIK3CA PIK3CA
MEK
Cilena . PA.R.P inhibitory Pembroli-
) inhibito | Fulvestrant
terapie zumab
-y Horm.
terapie

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



1.1.4. Karcinom kolorekta — Kklasifikace

Vice nez 90 % CRC jsou z histologického hlediska
adenokarcinomy epitelidlniho ptvodu, tj. pochézejici ze stfevni
mukoézy. Dalsi, vétSinou vzacné subtypy jsou CRC mucindzni,
skvamozni, adenoskvamozni, =z prstenéitych bun¢k aj. Mira
dediferenciace se jako obvykle stanovuje ukazatelem grade 1-3
(Fleming et al. 2012).

Diky pokrokiim v molekuldrni analyze CRC je dnes mozné
onemocnéni charakterizovat skupinou molekuldrnich subtypt. Cilend
lécba 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 fiize NTRK (neurotroficka
tyrosin receptor-kinaza) gent (Martelli et al. 2022; Riedesser et al.
2022).

Molekularni charakteristiky mizeme délit na genomické,
epigenomické, transkriptomické a imunitni. Z hlediska genomiky
mizeme kromé klasickych mutaci v driver genech RAS (KRAS, NRAS)
a BRAF pozorovat nestabilitu mikrosatelitnich tisekd (MSI, oproti
chromozomalni nestabilite, CIN), korelujici s celkovym poétem mutaci
a snizujicim se mnoZzstvim variant v poctech kopii (CNV, angl.. ,,copy
number variants“). Ty zaroven koreluji s urovni metylace, specifickymi
transkriptomickymi subtypy definovanymi rozdilnou expresi riznych
signaliza¢nich a metabolickych drah (CMS, zangl.. ,consensus
molecular subtype®), a skomplexnimi profily imunitni odpoveédi
v interakci s tumorovym mikroprostiedim. Zaroven bylo pozorovano,
ze zastoupeni téchto subtypd zavisi na poloze nadoru, tj. jsou jasné
rozdily mezi naddory proximalni a distalni ¢asti stieva (Dienstmann et
al. 2017). MSI vznik4 z naruseni systému oprav DNA, zvaného MMR
(z angl. ,,mismatch repair), zalozeného na genech MLHI, MSH2,
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MSH6, PMS2 a EPCAM (Vilar a Gruber 2010), a vyskytuje se zhruba
u 15 % CRC, castéji ale u nizsich stadii oproti vy$sim (Martelli et al.
2022).

1.2.  Oxysteroly a jejich role v nadorovych onemocnénich

Oxysteroly jsou skupinou oxidovanych derivati cholesterolu
nebo nékterych jeho prekurzort (Schroepfer 2000). Endogenné v téle
vznikaji enzymatickou cestou nebo autooxidaci, popf. jsou do
organismu pfijimany skrze stravu. Enzymatickd cesta s sebou nese
vy$si pravdépodobnost oxidace postranniho fetézce molekuly, zatimco
autooxidace, nejCastéji zpusobena radikalovou reakci s reaktivnimi
formami kysliku, castéji vede k oxidaci na kruhu (Iuliano, 2011;
Murphy a Johnson, 2008). Neékteré oxysteroly ale mohou byt
produkovany obéma cestami.

Dobie je popsana jejich klicova funkce oxysteroli v
udrzovani bunééné homeostazy cholesterolu, kde funguji jako
signalizatni molekuly zodpovédné za omezovani biosyntézy
cholesterolu, snizovani pifijmu exogenniho cholesterolu bunkou 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 bun¢k (Levy et al. 2017). Jsou soucasti
fady dulezitych signaliza¢nich drah, napt. Hedgehog (Corcoran a Scott
2006; Dwyer et al. 2007; Gorojankina 2016), Wnt (de Weille et al.
2013), mTOR (Wang et al. 2017; 2013) nebo Notch (Kim et al. 2010).
V poslednich letech se mnozi dikazy, spojujici oxysteroly s Sirokym
spektrem patologickych jeva a onemocnéni, napf.
s neurodegenerativnimi procesy, starnutim, makularni degeneraci a
tvorbou kataraktu (de Medina et al. 2022; Doria et al. 2016; Javitt a

11



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 nadorova
(Kloudova et al. 2017). V posledni dob¢ pribyvaji dikazy toho, ze
oxysteroly mohou pfimo ovliviiovat efektivitu onkologické 1écby.
Navic existuji i prvni indicie, Ze by oxysteroly mohly byt vyuzitelné
jako nadorové biomarkery, popf. jako protinadorova léciva (Kloudova-
Spalenkova et al. 2021).

Zatimco v prasec¢iku onkologického a oxysterolového vyzkumu
existuje fada studii, drtiva vétSina se zaobira predevsim oxysteroly jako
takovymi a jejich vlivem na nadorové bunky in vitro, vyrazné méné
Casto pak in vivo v mySich modelech. Studie na pacientech se orientuji
predev§im na métfeni koncentrace oxysterolti v krvi, popf. v tkénich.
Opomijen je potencial genetické variability genti zapojenych do
biologickych tcinkdi oxysteroli, popf. mechanizmi, jimiz tato
variabilita ovlivituje naddorové builky pacienta nebo 1écbu. Moderni
genomické metody teoreticky mohou poskytnout nové poznatky v této
neprobadané oblasti. Somatické varianty (ziskané nadorem) byly dosud
ziidka zkoumany v kontextu oxysterolovych drah a navic pomérné
kratkou dobu. Pro podstatné déle studované varianty zarodecné jiz rada
vysledkid existuje (Holy et al. 2018), ackoli jde zpravidla o vedlejsi
nalezy ze studii bez pfimého zaméfeni na oxysterolovou problematiku.

Geny interagujici s oxysteroly miizeme zhruba rozdélit do péti
skupin. Jedna se zaprvé o geny zodpovédné za homeostazu a biosyntézu
steroll, dale geny pfimo metabolizujici oxysteroly, skupinu proteint
vazajicich oxysteroly (angl. ,,0xysterol-binding proteins, OSBPs),
skupinu receptorti vazajicich oxysteroly, a nakonec ABC transportéry
(z angl. ,,ATP-binding casette*), které oxysteroly prenasi nebo jsou jimi
ovlivnény. Skupinu ABC transportéri je mozno zahrnout rovnéz do
skupiny prvni (Holy et al. 2018).

12



1.3.  Genomika a transkriptomika

Genomika je védni obor hromadné analyzujici velké mnozstvi
genetickych dat v jednotlivém vzorku nebo souboru vzorkll najednou,
na rozdil od tradi¢ni genetiky, kterd se zabyva analyzou jednotlivych
gend. Vznikly ale tak ziroven nové pozadavky na naro¢nou
bioinformatickou analyzu a uloZeni velkého mnozstvi dat a zejména
jejich intepretaci pro optimalni vyuziti v klinické praxi.

Ackoli celogenomové sekvenovani je kazdym rokem
dostupnéjsi, v klinické praxi i ve vyzkumu se z ditvodu nizsi ceny a
moznosti detailn€j$i analyzy stile velmi Casto pouziva tzv. cilené
sekvenovani, tj. sekvenovani pouze vybrané ¢asti genomu (popft. celého
exomu), ktera je pied sekvenaci ve vzorku nabohacena.

V ptipadé sekvenace transkriptomu, ktera je mozna po
ptedchozi reverzni transkripci RNA na komplementarni DNA (cDNA),
je cilené nabohaceni specifického panelu genii (transkripti) rovnéz
mozné, ale v mnoha pfipadech neni nutné, z divodu nizsi sekvenacni
narocnosti oproti sekvenaci celého genomu. V nejbéznéjSim pouziti
RNA sekvenovani nabizi velmi vyhodnou alternativu kvantitativni
PCR nebo mikro€ipti ke stanoveni exprese genli vzhledem k tomu, Ze
je schopna zachytit cely transkriptom (vCetné nekodujicich RNA)
najednou a neni potieba pro jednotlivé transkripty vytvaret specifické
primery nebo sondy. Pomoci RNA sekvenovani je rovnéz mozné
odhalit napf. i fiize genti a mnoho dalSich typti mutaci (Solomon et al.
2020; Zheng et al. 2014; Zhu et al. 2019).

Genomika a transkriptomika umoziuji integraci s dal$imi
,»omics“ védami, napf. proteomikou, metabolomikou, epigenomikou
apod., ¢imz dovoluji ziskat vyrazn¢ komplexnéjsi prehled o vzajemné
provazanych aspektech onemocnéni, ackoli analyza a interpretace
takovych dat, zejména pii kombinaci trech a vice typi, je zpravidla
velmi obtizna.
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2. Hypotézy a cile prace

1) Vzhledem k prokdzanym vlivim oxysterol na rizné aspekty
karcinomu prsu je mozné, Zze rovnéz geneticka variabilita v genech
oxysterolovych drah ma vliv na onemocnéni nebo jeho 1é¢bu. Cilem
bylo tedy porovnat profily zarode¢nych a somatickych variant v téchto
genech u souboru pacientek s karcinomem prsu, rozdéleného podle
klinickych faktort, v€etné délky prezivani.

2) Protoze genetickd variabilita je pouze jednim aspektem
mozného pisobeni oxysterolovych genti, druhym cilem bylo doplnit
data o expresi mRNA a regulacnich miRNA a zjistit, zda kombinace
téchto dat mize vést k odhaleni funkénich mechanismt, popt. k
zptesnéni prediktivniho nebo prognostického potencialu variant.

3) V oblasti OVC dochéazi v posledni dobé k dopliiovani a
zpresiovani molekularni charakterizace a klasifikace. Stale ale chybi
mimo jiné genomické biomarkery umoznujici predikci odpovédi na
1é¢bu derivaty platiny. Cilem ¢. 3 bylo proto komplexni porovnani
mutacnich profilii pacientek citlivych a rezistentnich na 1écbu, 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 soustiedén zejména
na primarni nadory a Casto opomiji metastazy, které jsou zasadni pro
letalitu onemocnéni. Cilem €. 4 bylo komplexni porovnani muta¢nich
profili v pomérné vzacnych parovych vzorcich primarnich nadord a
metastaz, podrobna dokumentace rozdilt a poskytnuti zakladu pro dalsi
studie v této oblasti.
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3. Material, metody a pacienti

Pozn.: Citace zdrojii pro tuto kapitolu jsou z ditvodu usetieni mista
uvedeny pouze v disertacni praci.

3.1.  Pacienti

Ve studiich feSenych v ramci této disertacni prace byly vyuzity
vzorky krve a tkani (nenddorova, primdrni nddorova, metastaticka)
pacientd s karcinomem prsu, ovarii nebo kolorekta. Vzorky byly
ziskany v ramci spoluprace s Fakultni nemocnici Kralovské Vinohrady,
Fakultni nemocnici v Motole, Fakultni nemocnici v Plzni, Fakultni
nemocnici v Hradci Kralové a Nemocnici EUC Zlin. Pro validaci
nekterych vysledkt byla vyuzita vefejné dostupnd genomicka data z
projektli TCGA a z projektu GENIE verze 13.0.

3.2.  Izolace a zpracovani genetického materialu

DNA a RNA ze vzorkll byla ziskdna standardni metodou
fenol/chloroformové extrakce a precipitaci etanolem, pomoci
magnetické separace pristrojem Kingfisher mL (Thermo Fisher
Scientific), nebo kity AllPrep DNA/RNA/Protein Mini Kit (QIAGEN)
a 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). K izolaci DNA z
parafinovych bloki po fixaci formalinem (FFPE) byl pouzit
RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE (Thermo
Fisher Scientific. DNA byla kvantifikovana pomoci kitu FFPE QC Kit
(Agilent). Pfistroj Bioanalyzer 2100 a kit RNA 6000 Nano (oboje
Agilent) byly pouzity ke stanoveni kvality RNA.
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Cistota DNA a RNA byla kontrolovdna pomérem absorbanci
pti 260 a 280 nm (také 260 a 230 nm) a v celém metitelném absorpénim
spektru pfistrojem NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific).

3.3.  Sekvenovani DNA a RNA
3.3.1. Priprava knihoven a sekvenace

Ptiprava knihoven pro DNA sekvenovani kity spolecnosti
Agilent nebyla ptivodné na pracovisti zavedena. Autor metodu zavedl
a optimalizoval v ramci feSeni ukolu této prace.

Knihovny pro DNA sekvenovani byly pfipraveny pomoci kit
SureSelect XT Low Input nebo SureSelect XT HS2 (Agilent).
Sekvenace smési knihoven byla provedena na platformach NextSeq
500 a NovaSeq 6000 (Illumina, ¢teni 2x150 bazi).

Knihovny pro RNA sekvenovani byly pfipraveny z celkové
RNA pomoci kitu QuantSeq 3'mRNA-Seq Library Prep FWD for
[Mlumina (Lexogen). Sekvenace ekvimolarni smési knihoven byla
provedena na platforme NextSeq 500 (¢teni 1x75 bazi).

Kontrola kvality béhem ptipravy a po piipravé 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
fluorescencéné s vyuzitim piistroje Qubit 4 a Qubit DNA HS Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific).

3.3.2. Bioinformatické zpracovani sekvenac¢nich dat
3.3.2.1. DNA a RNA sekvenovani

Demultiplexovani bylo provedeno nastrojem bcl2fastq
(Illumina). Kontrola kvality dat byla provedena nastroji FastQC a
MultiQC. Adaptérové sekvence a baze s nizkou kvalitou Cteni byly
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odstranény pomoci programu AGenT Trimmer (Agilent) nebo
Trimmomatic. Mapovani na referencni sekvenci (GRCh37 nebo
GRCh38) bylo provedeno pomoci nastroje Burrows-Wheeler Aligner.
Deduplikace byla provedena softwarem AGenT Locatlt, nebo AGenT
CReaK (Agilent) v zavislosti na kitu pouZzitém pro ptipravu knihoven.
Ke kontrole kvality soubort BAM byly pouzity néstroje Qualimap a
Samtools. Pro detekci variant a fadu filtracnich krokti byly pouzity
nastroje baliku Genome Analysis Toolkit 4 (GATK, Broad Institute).
Pro detekci somatickych variant byl pouzit nastroj Mutect2 a pro
zarode¢né varianty pak HaplotypeCaller. Pro ¢teni a manipulaci se
soubory VCF, obsahujicimi nalezené varianty, byly pouZzity néstroje
vcftools a beftools. Pro anotaci variant byly pouzity nastroje Annovar,
Funcotator, Variant Effect Predictor a SnpEff. Pfevod variant do
formatu MAF byl proveden pomoci vcf2maf.

Detekce CNV byla provedena nastrojem CNVkit. Signifikantni
nalezy byly hodnoceny na zikladé primérné hloubky cteni a tzv.
frekvenci B-alely (BAF) jednotlivych segmenti. BAF byla spocitana z
VCF souborti pomoci nastroji VarDict a ExomeDepth. U vzorkit CRC
a metastaz, kde nebyl k dispozici kontrolni nenadorovy vzorek, byly
pozadované rozsahy BAF vypocitany z informaci o ¢istoté vzorku
nadorové tkané, kterd byla pro kazdy vzorek stanovena podrobnou
patologickou analyzou.

Kvalita nezpracovanych RNA sekvenacnich dat byla
kontrolovéna nastroji fastp a FastQC. Transkripty byly anotovéany
referencnim transkriptomem GENCODE v35 a kvantifikovany
nastrojem kallisto. Pro analyzy (krom¢ analyzy diferencialni exprese)
byla data normalizovana aktualné nejcastéji pouzivanym zpiisobem, to
jest na transkripty na milion (angl. ,transcripts per million“, TPM), a
transformovana logaritmem dvou.
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3.3.2.2. Méreni exprese transkriptomu miRNA pomoci mikrocipi

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). Sniméani bylo provedeno pomoci pfistroje SureScan
Microarray Scanner se softwarem Scan Control, extrakce dat pak
probéhla pies software Feature Extraction (vSe Agilent).

Pro pocatecni kontrolu kvality, filtrovani a anotaci byl pouzit
software GeneSpring (Agilent). K potlaceni tzv. ,batch* efektt, tj.
systematickym chybam zptsobenym pivodem vzorkli a osobami
provadgjicimi méteni, byl pouzit nastroj ComBat.

3.4.  Terciarni bioinformaticka analyza a statistické
vyhodnoceni
Tzv. terciarni bioinformaticka analyza pracuje s vystupy
predchozich Casti analyzy a propojuje je s ostatnimi typy dat za ucelem
interpretace vysledku.

3.4.1. Sledovana klinicka data

Klinicka data sledovana ve studiich zahrnovala v§echny bézné
klinické parametry. V zavislosti na diagnoéze pak byla sledovana
exprese molekularnich markert (u karcinomu prsu ER, PR, HER2, Ki-
67, molekularni subtyp), mira odpovédi na 1é¢bu, lokalizace nadoru u
CRC, pripadné zpiisob metastatického postizeni (synchronni vs
metachronni) tamtéz aj. U vSech pacientl byla sledovana délka
celkového pieziti a délka pieziti od chirurgického odstranéni nadoru do
progrese onemocnéni.
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3.4.2. Analyza genomickych a transkriptomickych vystupt

Metody analyzy variant byly odlisné v jednotlivych studiich a
detaily postupil jsou uvedeny v jednotlivych publikacich. Obecné byly
vyhodnocovany jak jednotlivé varianty (pfedevsim u zarodecnych), tak
frekvence alteraci v jednotlivy genech, skupinach gend, nebo drahach
(pfedevsim somatické varianty a CNV). Varianty byly mimo jiné
klasifikovany na zaklad¢ predikce zdvaznosti. Analyza somatickych
variant vyuzivala pfedev§im nastroje maftools. Pro detekci driver gent
byly vyuzity softwary MutSigCV, MutSig2CV a GenePattern. K
vizualizaci CNV byl pouzit nastroj GenVisR.

Na zakladé somatickych variant nalezenych pomoci
celoexomového sekvenovani byly vyhodnocovany mutacni podpisy, a
to nastroji decompTumor2sig a sigminer. Ac¢koli existuje fada druht
mutacnich podpist, v této praci byly vyhodnocovany pouze SBS
podpisy (vychdzejici z jednonukleotidovych substituci), které jsou
metodicky i interpretaéné nejlépe prostudované. Diferencialni exprese
mRNA byla vyhodnocena nastrojem EdgeR.

3.4.3. Statistické metody

Pro analyzu nalezenych dat ve vztahu ke klinickych udajim
byly pouzity zejména metody hodnoceni ptezivani, tj. grafy dle
Kaplana a Meiera s log-rank nebo Breslowovym testem signifikance, a
Coxtiv model poméru rizik, a to v programech survival pro R a SPSS
(SPSS, Inc.). Pro srovnavani kategorickych proménnych byl pouzit
Pearsontiv y2 test a kategorickych nebo spojitych proménnych se
spojitymi pak neparametricky test dle Manna a Whitneyho. Pro analyzy
diferencialni mutovanosti a spolecné piitomnosti (ang. ,,co-occurence®)
variant byl pouzit Fisheriiv exaktni test. Analyza korelace spojitych
proménnych (napf. exprese miRNA a mRNA) byla vzhledem k
rozdéleni dat vyznamné odchyleného od normality (ovéfeno testem dle
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Shapira a Wilka provedena metodou Spearmanovy korelace na zékladé
potadi hodnot. Uprava p-hodnot v diisledku mnohocetného testovani
(korekce FDR, angl. ,false discovery rate”) pak byla provedena
metodou Benjaminiho a Hochberga. To, zda je p-hodnota upravena ¢i
nikoliv, je vzdy v této praci, stejné jako v ptilozenych publikacich, u
ptfislusné hodnoty uvedeno. Pro tvorbu, hodnoceni a vizualizaci
integracnich multiomickych prediktivnich modelt byl pouzit balik
nastroji mixOmics.

4. Vysledky a diskuze

4.1.  Studie gent oxysterolové signalizace u karcinomu prsu
4.1.1. Studie zarodeénych a somatickych variant ve vztahu ke

klinickym parametrim

Celkem bylo u 101 pacientek nalezeno 96411 zarode¢nych
variant, z nich 5042 unikatnich. Po filtraci byl vysledny soubor 67288
variant pouzit pro hledani asociaci s pfezivanim pacientek a se vSemi
dostupnymi kategorickymi klinickymi daty. Hlavnim vysledkem byla
fada 15 variant v 12 genech, asociovanych s kratSim nebo delSim
prezitim bez progrese (DFS) nebo prezitim celkovym (OS). Bohuzel
zadna z téchto variant neprosla korekci pro mnohocetné testovani.
Konkrétni nalezené varianty nepatii mezi Casto citované v kontextu
nadorovych onemocnéni 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 hojn€ zastoupeny. Zarovei by takova
studie vyzadovala bud’ spolehlivou komplementarni metodu k naSemu
panelovému NGS, jako napt. PCR genotyping nebo Sangerovo
sekvenovani, nebo pouziti obdobného pfistupu jako v naSi studii,
pti¢emz ob€ moznosti by s sebou nesly nemalé naklady s malou Sanci
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na uspéch. Vzhledem v témto divodim bylo od nasledné validace
téchto variant upusténo.

U 99 tuspésné sekvenovanych nadorti bylo nalezeno 1177
somatickych variant, z nich 1087 unikétnich. Napadna pfitomnost dvou
hypermutovanych ~ vzorkdi v kohort¢  (n=99),  dosahujicich
nekolikanasobné vyssich poctlh mutaci nez median, ukazala na nutnost
provadeéni analyz jak s t€mito vzorky, tak bez nich. Vyss$i mutacni zatéz
korelovala s hor$im pfezivanim pacientek, coz by odpovidalo tomu, ze
pokrocilej$i nadory jsou zpravidla vice mutované. Zajimava byla
skupina 20 genli nami oznacena jako ,,PR set“, jejichz mutace
korelovaly s expresi progesteronového receptoru (PR) které byly
vyrazné mutovangjsi nez zbytek panelu, a byl zde signifikantni rozdil
mezi PR pozitivnimi (méné mutaci) a negativnimi (vice mutaci)
pacientkami. Tento rozdil se zaroven odrdzel i v délce prezivani, ktera
byla kratsi pro pacientky s mutacemi v PR setu oproti nemutovanym, a
to vyraznéji nez by odpovidalo celkovému trendu. V literatufe dosud
tato skupina gent nebyla spojovana se stavem PR nebo s pfezivanim
pacientek s karcinomem prsu.

Z asociaci mutaci jednotlivych gend byly nejzajimavejsi ty
v CYP46A1 s krat§im OS a DFS. 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 potencialné
podporovala  angiogenezi  pankreatickych  neuroendokrinnich
nadorovych bunék (Soncini et al. 2016). 27-HC je v buiikach nadort
prsu prokdzanym stimulantem ristu skrze dva rizné efekty na
estrogenovy receptor (ER) ER a Liver X receptor (LXR) (Nelson et al.
2013). Strukturné podobny 24-HC by tedy teoreticky mohl mit podobny
ucinek. Jiz je znadmo, ze 24-HC dokdze rovnéz aktivovat LXR
(Lehmann et al. 1997; Okabe et al. 2013; Jakobsson et al. 2012; Shafaati
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et al. 2011), a také, Ze se b&zn€ nachazi v relativné vysokych
koncentracich v plazmé (van Reyk et al. 2006).

4.1.2. Integra¢ni studie mRNA-miRNA profili a somatickych

variant oxysterolovych genii

V nasledujici studii jsme se zaméfili na sledovani exprese
mutovanych a nemutovanych oxysterolovych genti a propojili tuto
informaci s expresi vice nez 2000 miRNA. V ramci studie byly
provedeny i samostatné analyzy exprese mRNA a miRNA s klinickymi
daty. Pacientky s mutacemi v CYP46A41 a funkéné ptibuznych genech
z ptedchozi studie, které mély signifikantn¢ kratsi délku preziti, byly
zde zaroven témi, které mély zaroven nejvice diferencialné mutovanych
oxysterolovych genti ze vSech naSich analyz. Konkrétn¢ pro EBP,
PPARGCIB a DHCR7 bylo zvySeni exprese nejmarkantngjsi. V této
studii jsme tedy lépe charakterizovali tuto Spatné ptezivajici skupinu,
ale mizeme jen spekulovat, jaké faktory stoji za jeji Spatnou progndzou.
Za vedlejsi vysledek pak 1ze povazovat nalez asociace vysoké exprese
miRNA miR-19b-3p s krat§im DFS, ktera byla v jinych formach (OS a
DSS) na hranici signifikance nalezena i ve valida¢nich kohortach
TCGA. Tato miRNA je soucésti rodiny miR-19 a je exprimovana v
ramci dvou paralognich klastri — miR-17-92 a miR-106b-25. Prave
miR-17-92 je vysoce exprimovan v mnoha typech nadort (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. 2018), jedna se ale o jedinou
takovou studii, pficemz neposkytuje specifické informace pro
jednotlivé subtypy onemocnéni.

Hlavnim pfinosem multiomické studie ale bylo zmapovani
mRNA-miRNA interakci oxysterolovych genti pomoci korela¢nich siti.
Tento pfistup nebyl do té doby v oblasti oxysteroli pouzit.
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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 dale pak skrze miR-130a-
3p, miR-143-3p, miR-199a-3p, miR-199a-5p, miR-376a-3p a miR-
376c-3p. Tyto miRNA zarovent odpovidaji nejsilngji koexprimované
skupin¢ miRNA. VSechny tyto korelace byly zaroven nalezeny i ve
validacnich datech a fada z nich i v databazich. Dilezitost ERa (gen
ESRI) pro nadory prsu je nesporna (Brufsky a Dickler 2018) a
s oxysteroly je spojovan zejména skrze interakci s 27-HC (Umetani et
al. 2007). CH25H koduje enzym 25-hydroxylazu, zodpovédnou za
produkci dtlezitého signalizacniho oxysterolu, 25-HC, z cholesterolu
(Cao et al. 2020). Jednim z receptort vazajicich 25-HC je i ERa, jehoz
aktivace timto oxysterolem podporuje rist prsnich a ovaridlnich
nadorovych bunék in vitro (Lappano et al. 2011). Nase vysledky
naznacuji, ze funkéni vazba 25-hydroxylazy na ERa by mohla byt
zprostiedkovana nejen 25-HC, ale i epigeneticky skrze miRNA. Dal§im
genem siln¢ negativné korelovanym s CH25H skrze nékteré z téchto
miRNA byl INSIGI, dulezity regulator cholesterolové homeostazy. [ u
n¢j byla diive prokazana modulace vazbou 25-HC (Ouyang et al. 2020).
Poslednim genem, ktery je tfeba zminit, je 4ABCAY, membranovy
transportér lipidd, jehoz exprese byla negativné korelovana s ESRI a
INSIG1 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
asociovana s krat§im OS u pacientek s luminalnim A subtypem nadoru
(Sekilde et al. 2019). MiR-99a-5p, miR-100-5p, miR-125b-5p, miR-
130a-3p a miR-376¢-3p byly dfive navrzeny jako biomarkery
karcinomu prsu v krvi (Wang et al. 2023; Huo et al. 2016). Osa
interakci CH25H-ESRI-INSIGI, popt. 1ABCA9, skrze vsSechny
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zminéné miRNA, se ukazala jako velmi zajimavy vysledek, zasluhujici
dalsi vyzkum.

Nejvétsi limitaci obou studii byly zaprvé nizké pocty pacientek
v jednotlivych analyzach podskupin, coz bylo jesté¢ prohloubeno
nedokonalym ptekryvem kohort ve druhé studii. Na druhou stranu
korelacni vztahy, které byly hlavnim cilem 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 ceské pacientky s ER pozitivnim lumindlnim
karcinomem prsu v nizkém stddiu; Slo tedy o vysoce homogenni
skupinu jak klinicky, tak etnicky. Vysledky proto nelze zobecnovat na
jinou populaci (kromé téch validovanych na jinych souborech).

4.2.  Studie ovaridlniho karcinomu
4.2.1. Studie celoexomovych mutacnich profili a vybranych geni
u pacientek s karcinomy ovarii s rozdilnou odpovédi na
1é¢bu platinovymi derivaty
Rezistentni pacientky mély vyznamné vys$i pocet mutaci
v genu TP53 nez pacientky senzitivni. Tento jev byl patrny i pii
srovnani celé drahy p53. Pacientky s mutaci mély riziko rezistence
(OR) pro rezistenci témét osmkrat vys$si nez nemutované a rezistentni
pacientky mély zaroven Castéji varianty s vysokou zavaznosti. P53 (gen
TP53) je asi nejznaméjsi tumor supresor, zodpovédny za detekci
poskozeni DNA a zastaveni buné¢ného cyklu v prechodu G1-S. Pokud
nemuze byt DNA opravena, p53 se podili na spusténi apoptdzy.
Zarode¢né mutace v TP53 vedou ksyndromu Li-Fraumeniho a
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somatické mutace stimuluji karcinogenezi (Thomas et al. 2022).
Mutovanost 7P53 v nasem souboru odpovidala valida¢ni kohorté
TCGA-OV i dostupné literatuie (Ahmed et al. 2010; Patch et al. 2015).
Jisté dukazy existuji i pro schopnost mutacni zatéze v 7P53 predikovat
chemorezistenci (Brachova et al. 2015). Inhibice drahy P53
v epitelidlnich ovaridlnich nadorech mtze vést k zvySeni Uc€innosti
karboplatiny (Leijen et al. 2016) a tato draha je v soucasnosti
pfedmétem vyzkumu novych cilenych terapeutik (Zhang et al. 2022).

Draha Hippo byla vyrazné méné ¢asto mutovana u rezistentnich
pacientek. V bunkach se podili na proliferaci, apoptdéze a obnové
kmenovych bunék. Jeji kindzova ¢ast ma tumor supresivni ucinky,
zatimco jeji transkripéni ¢ast stimuluje rust nadorti (Cunningham a
Hansen 2022). Dal$im diferencialn¢ mutovanym genem byl PABPC3,
jehoz varianty zaroven kosegregovaly s témi v PABPCI. Oba geny jsou
obecn¢ dilezité vregulaci translace vazbou na poly(A) konce
transkripti (Xiang a Bartel 2021). PABPC3 patii mezi vysoce
mutované geny v malignich ovarialnich buiikdch (Chen et al. 2021) a
PABPCI je potencialnim biomarkerem malignity epitelidlniho OVC
(Feng et al. 2021) a je evidovan v databazi COSMIC jako oncodriver
druhého stupné (Sondka et al. 2018). Dle naSich vysledki mutace
v téchto genech mohou asociovat s horsi odpovedi na 1écbu.

Déale se potvrdila z literatury znamé zavislost prognézy na
mutacni zatézi (Chalmers et al. 2017), kdy pacientky s nadmedianovym
poctem somatickych variant nebo CNV mély signifikantné delsi dobu
OS, ackoli epitelidlni ovaridlni nadory obecné nepatii mezi nadory
s castym vyskytem vysokého TMB (Yang et al. 2018). Z naSich dat
proto muzeme usuzovat, ze i v nadorech, které nespliuji typické
parametry pro TMB (nejcastéji >20 nebo >10 mutaci na Mb, definice
mohou byt rizné), mize mutacni zat€z hrat prognostickou roli.

Pacientky se subtypem HGSC mély celkové vyrazné vyssi
mutaéni zaté€z a vyssi poCet mutaci v TP53. Zaroven pacientky s mutaci
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vdraze TP53 mély témef 10krat vySsi Sanci na subtyp HGSC nez
vSechny ostatni subtypy dohromady. To je v souladu se soucasnym
povédomim o inaktivaci p53 typické pro HGSC (Harbin et al. 2022).

Studie rovnéz potvrdila prognostickou a prediktivni roli
profilovani gentt HRR. Sestnact genti HRR, které byly navrzeny jako
potencialni biomarkery vhodné do klinického testovani (Norquist et al.
2018), byly i v nasi studii prediktory odpovédi na 1écbu platinovymi
derivaty a rovnéz del§iho OS. V tomto pfipadé 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 BRCAI a BRCA2,
zatimco varianty v ostatnich genech byly vyrazné¢ méné cetné nebo
neexistujici, coz naznacuje, ze panely HRR genti moznd vyzaduji
ptehodnoceni pfed uvedenim do praxe.

Nejvétsi limitaci studie je nizky pocet pacientek v nékterych
analyzach, obzvlast ve srovnavani malych podskupin. To vychazi
z prisného vyberu pacientek a také velké financni nakladnosti metody.
Naklady navic vzrostly ztoho duvodu, Ze na rozdil od vétSiny
obdobnych projektd jsme zvolili pomérné vysokou hloubku pokryti,
ktera nam ale poskytuje vétsi detailnost a robustnost vysledku, rozsifuje
moznosti v bioinformatické analyze, a odliSuje tento projekt od vefejné
dostupnych dat ziskanych z velkého poctu pacientd. Také jsme pouzili
pouze vysoce kvalitni vzorky zamrazené tkané vyhradné pied
zahajenim lécby a pted rekurenci, ¢imz studie také prevySuje bézny
standard.

4.2.2. Studie vybranych genti pomoci panelového sekvenovani

Pro dalsi, dosud nedokonéenou studii jsme zvolili panel 144
gent, které by na zakladé naSich ptfedchozich vysledkli a dostupné
literatury mohly mit relevanci pro odpovéd pacientek s OVC na terapii
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platinovymi derivaty. Tyto geny jsme osekvenovali s vysokym
pokrytim u 48 pacientek rozdélenych dle odpovédi na platinové
derivaty. Analyzy zarodecnych 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
zavaznych somatickych variant, konkrétné varianty v 7P53 ovliviujici
sesttih mRNA. Tyto varianty jsou potencialné vysoce relevantni pro
pacienta, ale pfi rozsahlém sekvenovani by pravdépodobné nebyly
detekovany. Data pro HGSC pacientky byla porovnana se souborem
konsorcia AACR GENIE (n=1209). Relativni pocet sestiihovych
variant v 7P53 v nasi studii byl vyssi i oproti tomuto souboru. To mohlo
byt zplsobeno ndhodné zvySenym vyskytem téchto variant v nasi
pomérn€ malé kohorté nebo rozdilnym pokrytim intronovych usekd.
Celkova Cetnost zavaznych nebo stredné zavaznych variant 7P53 ale
byla u panell téméf identicka, a mirn¢ vyssi nez u celoexomovych
profilt.

4.3.  Srovnani celoexomovych mutaénich profili kolorektalnich
karcinomi a jejich synchronnich jaternich metastaz

Zde jsme se zamé&fili na srovnani parovych vzorkli primarnich
kolorektalnich nadort a jejich synchronnich jaternich metastaz (dale jen
,metastazy*) na celoexomové Urovni, ve spojeni s informacemi o
odpoveédi pacientd na 1é¢bu a délkou prezivani.
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Ackoli nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v celkové
mutacni zat€Zzi mezi primarnimi nadory a metastdzami, byly
pozorovany drobné rozdily v poctech a v typech variant v jednotlivych
genech nebo onkogennich drdhach, které ale nemohly nabyt statistické
signifikance vzhledem k omezenému poctu pacientli ve studii (n=20).
Dalsi rozdily byly nalezeny u primarnich nadort Spatné odpovidajicich
pacient, které obsahovaly vyznamné vyss§i pocet mutaci TP53
s vysokou zavaznosti nez primarni nadory dobie odpovidajicich. To by
mohlo znamenat, Ze tyto varianty jsou jednou z pfiCin rezistence a
mohla by na né byt zamétena cilena 1é¢ba (Zhang et al. 2022). Dale byla
v primarnich nadorech v nasi skuping, stejné€ jako ve valida¢nich datech
ziskanych z projekti TCGA-COAD a TCGA-READ, potvrzena Spatna
prognoza (krat§si DFS i OS) pacientl s mutovanym genem KRAS.
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 agresivnéj$i nador, hors§i prognézu a nizsi pravdépodobnost
resekce jaternich metastaz (Modest et al. 2016), coz bylo klicové
kritérium pro zahrnuti do nasi studie. Vyssi podil KRAS-mutovanych
pacientd byl ale v metastazach (25 %), coz by mohlo znamenat horsi
efektivitu anti-EGFR 1é¢by a 1écby tyrosin kindzovymi inhibitory u téch
pacientt, ktefi nebyli mutovani v primarnim nadoru, a ukazuje to na
potencidlni klinicky pfinos sekvenovani metastaz. Jeden z pacienti mél
mutaci KRAS-G12C vobou typech vzorkd, a mohl by tak byt
kandidatem pro personalizovanou cilenou terapii (Schirripa et al. 2020).
Nejvetsi rozdil v mutovanosti mezi primarnimi nadory a metastazami
byl v genu TRIPI1, o kterém v kontextu onkologie neni mnoho znamo,
ale in silico analyza protein-proteinovych interakci ukazala fadu vazeb
na rodinu proteinit RAS, které jsou klicové pro onkogenezi, progndzu i
terapii CRC 1 jinych nadorti (Gimple a Wang 2019). TRIP11 by mohl,

28



po dukladné validaci v dalSich, piedevS§im funkénich studiich, byt
novym kandidatnim biomarkerem metastazovani CRC.

U metastaz byly mutace v nékterych genech, napt. MUC5A4C a
DNAHI 1, signifikantné asociovany s krat$im pfezivanim pacientli, a
v ptipadé genu ATM to platilo pro oba typy vzorki.

Pacienti se Spatnou odpovédi na neoadjuvantni systémovou
terapii méli celou fadu takovych variant, napt. v genech KRAS nebo
TP53, v primarnich nadorech. Jejich pocet ale vyrazn€¢ klesal u
metastdz, coz naznacuje, Ze zatimco indikace cilené 1é¢by by mohla byt
smysluplna pro primarni nador, stejna IéCba by pravdépodobné nebyla
ucinna u metastaz. Toto zjisténi opét podtrhava smysl sekvenovani
metastaz pro klinickou praxi, ne jen samotnych primarnich nadord.

Nejveétsi limitaci byl nizky pocet pacientll, vyplyvajici
z obtiznosti ziskdni kvalitné zdokumentovanych parovych vzorki
primarnich nadorG a synchronnich metastaz, coz souvisi zaroven
s nemoznosti validace v jiz dostupnych datech vzhledem k tomu, Ze
srovnatelna data jednoduse nejsou k dispozici. Za treti, ziskat vysoce
kvalitni Cerstvé zmrazené parové vzorky je prakticky neproveditelné, a
jedina dostupna tkan je uchovana ve formé parafinovych fezii (FFPE).
To ssebou piinas§i komplikace jak pifi pfipravé knihoven
k sekvenovani, tak v bioinformatické analyze a interpretaci. DNA ze
vzorkil z FFPE ma oproti DNA z Cerstvé zmrazené tkan€ vzdy vyrazng
nizsi kvalitu (Arreaza et al. 2016; McDonough et al. 2019; Williams et
al. 1999; Mariani et al. 2018). V bioinformatickém zpracovani je
potieba tento aspekt zohlednit a data piisné filtrovat (vysoka alelicka
frekvence, nizkd frekvence v populacnich databazich variant jako
gnomAD (Karczewski et al. 2020), a mnoho dalsich) za ucelem sniZeni
poctu falesné pozitivnich nalezli. To s sebou ale samoziejmé piinasi
vyrazné snizeni vérohodnosti vysledkli a také zvySeni Sance na
odfiltrovani  skute¢nych pozitivnich vysledkd. Jednim z mala
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prosttedkd, jak zvysit kvalitu dat ziskanych z FFPE vzorki, je proto
pouziti velmi vysokého pokryti, coz jsme provedli v nasi studii.

5. Zavér

Celkovym cilem této prace bylo pfispét s pouzitim
genomickych metod, v ¢ele s NGS, k poznatklim v oblastech vyvoje
biomarkeri pro predikci a prognostiku tfech typli nddort — karcinomu
prsu, ovarii a kolorekta. Ackoli u téchto typli nadortt v poslednich
dekadach doslo ke zlepSeni efektivity a dostupnosti 1éCby, prave diky
pokrokiim v molekularni charakterizaci nadord, stale zbyva dlouha
cesta k personalizované mediciné v plném smyslu slova, tj. terapii ,,Sité
na miru“ pacientovi.

Jednim z pfedmétd zajmu byla neprobadana oblast vlivu genti
interagujicich s oxysteroly na luminalni karcinom prsu a jeho prognozu.
Byla odhalena asociace somatickych mutaci v genu CYP46A41,
zodpoveédného za produkci 24-HC, a ve skupiné gent s nim funkéné
souvisejicich, s hor§i prognoézou pacientek. Obdobna asociace byla
sledovana pro mutace ve skupiné dvaceti gend, které zaroven
asociovaly s expresi progesteronového receptoru. V navazujici
multiomické studii byla data rozSifena o data exprese téchto genti a
exprese mMiRNA na celotranskriptomové urovni, pfiCemz byla
vytvorena interakcéni sit mRNA-miRNA, poprvé mapujici potencialng
funkéni vazby v oxysterolové signalizaci v karcinomu prsu. Jako
nejzajimavéjsi se jevi interakce v ose ESRI-CH25H-INSIGI1-ABCAY,
propojené skrze 7 miRNA. Tyto vysledky poskytnou zaklad pro
navazujici funkéni studie v této oblasti.

Pro karcinom ovarii navzdory pokrokiim v molekularni
klasifikaci stale chybi biomarkery rezistence na S$iroce pouzivané
derivaty platiny, ktera se bohuzel ptekryva s rezistenci na cilenou 1é¢bu,
napt. PARPi. Provedli jsme proto komplexni srovnani celoexomovych
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mutacnich profili mezi pacientkami senzitivnimi a rezistentnimi.
Senzitivni pacientky mély signifikantn€é vyS$si mutacni zatéz v genu
TP53 a zéaroven nizsi v nékolika genech drahy Hippo. Mutovanost v
genech drdhy opravy DNA homologni rekombinaci (HRR) umoznila
predikovat senzitivu na lécbu, pricemz predikce byla vyrazné
zptesnéna, pokud byly zapocitdny i mutace zdrodecné, coz je jednim ze
pozorovany zajimavé rozdily v detekci zavaznych somatickych variant
v mistech sestfihu 7P53 pomoci panelového sekvenovani oproti
sekvenovani celoexomovému. Za zasadni zjisténi lze povaZovat
doporuceni jiz od zacatku sledovat mutovanost genil drahy HRR nejen
v nadorové tkani, ale rovné€z ve vzorcich krve pacientek. Podle nasich
dat kombinaci zarode¢né a somatické informace dochazi k podstatnému
zvySeni informativnosti molekularnich analyz s pfimym disledkem pro
progndzu a udrzovaci 1éCbu pacientek.

Vétsina pozornosti se ve vyzkumu karcinomu kolorekta upina
na primarni nadory. Pro letalitu onemocnéni jsou ale zdsadni metastazy,
jejichz genomicka charakterizace je nedostate¢na. Srovnali jsme proto
celoexomové mutacéni profily pomérné vzacného souboru pard
primarnich CRC a jejich synchronnich jaternich metastaz. Byla
potvrzena znama asociace mutaci v genu KRAS v primarnich nadorech
s krats$i dobou do relapsu onemocnéni. U metastaz byly negativnimi
prognostickymi faktory mutace v genech ATM, DNAHI11 a MUC5AC a
vy$si vyskyt muta¢niho podpisu SBS24. Vysledky ale bude tieba ovetit
v budoucich rozsahlejsich studiich. Zadny zkoumany faktor
neasocioval s rezistenci pacienti na chemoterapii. NasSe cilené analyzy
na homogennim a klinicky jasn€ definovaném souboru ale jasn¢ ukazuji
na vyznam molekularni informace nejen z primarniho onemocnéni, ale
i pokud mozno z rekurentnich 1ézi. Opét se ukazuje, Ze individualizace
molekularniho testovani pifinasi vyznamnou pfidanou hodnotu a
umoznuje tak i skuteén¢ individualizovanou terapii, kdy by kazdé linii
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onkologické 1é¢by, podle naSeho nazoru, méla predchdzet molekularni
klasifikace onemocnéni.
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