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1. Souhrn

Karcinom prsu, geneticky heterogenni onemocnénti, ziistdva u Zen hlavni pfic¢inou umrti, a
piestoze mortalita postupné ale pomalu klesa, incidence opétovné roste. PIn¢€ funk¢ni primarni
prevence cilena na sniZeni rizika vzniku onemocnéni zatim neni k dispozici a proto sekundarni,
terciarni a popiipadé i kvartérni prevence se stavaji soucasti klinického managementu u
onkologickych pacientti. Nejucinnéjsim prostiedkem je v€asna diagnoéza, sekundarni prevence.
Tercidrni prevence s cilem zabrédnit progresi onemocnéni napomaha ztraté sobéstacnosti a s ni
spojené snizeni kvality Zivota. Kvartérni prevence s cilem identifikovat pacienta ohrozen¢ho
nadmérnou medikaci se zamétuje na snizeni dodate¢nych nezddoucich ucinkt terapie. Terciarni a
kvartérni prevence vychazi ze studia genetickych rozdila u pacientt a jejich nasledné stratifikace
podle genetické predispozice a molekularni povahy karcinomu a ucinkd chemoterapie. Z diivodu
variabilitou v metabolismu, Ci transportu 1é¢iva a nasledné expozice 1éCivu.

Od doby, kdy v roku 2003 celosvétoveé nejveétsi biologicky projekt — Human Genome
Project, vygeneroval data pokryvajici priblizné¢ 92 % lidského genomu se dostdvame do doby
bioinformatické, kdy po 20ti letech jiz disponujeme 100% pokrytim lidského genomu. Zakladni
hypotéza pro tuto praci vychazi z ptedpokladu evolu¢né, populacné a funkéné odlisnych
genetickych variant v lidském genomu, které jsou vetejné dostupné v celosvétovych databéazich a
vyuzitelné pro dalsi studie. Hypotéza je jiz vyuzivana v fad¢ bioinformatickych néstrojii a hlavnim
cilem této disertacni prace bylo studium dostupnych databazi a bioinformatickych nastroji
k usnadnéni zpracovani velkého mnozstvi farmakogenomickych a farmakogenetickych dat, a tak
k zautomatizovani procesti predikce genetického profilu pacientek s nadorem prsu ve vztahu
k terciarni a poptipadé kvartérni prevenci.

Prostfednictvim masivniho paralelniho sekvenovani jsme u cCeskych pacientek s
karcinomem prsu vyhodnotili ¢asté zarodecné kodujici a nekddujici varianty panelu slozeného z
509 gent, které maji vztah k metabolismu a eliminaci 1é¢iv, k funkci bunécné smrti ¢i nekolik
signalnich drah v klinické onkologii, za pomoci novych in silico nastroji a zavedenych
farmakogenomickych databazi. In silico prioritizované varianty byly technicky a klinicky
validovany na souboru 805 pacientek. Asociace 152227291 v ATP7A4, 1s2293194 v KCNABI (u

pacientek v ¢asném stadiu) a rs4376673 v DFFB s odpovédi na neoadjuvantni cytotoxickou 1écbu
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poskytuji nové cile pro nasledné funkcni studie s potencidlem pfispét k terciarni prevenci. U
pacientek s luminalnimi B nebo trojité negativnimi nadory, ¢asto studovana varianta rs1801160
v DPYD, vyznamné souvisela s pfezitim bez nemoci a predstavuje dalSi provokacni cil s

prognostickym potencialem.

Pti studiu vzacnych kédujicich variant téchto pacientek bylo cilem prace navrhnout
efektivni intepretaci funkcni predikce bioinformatickymi néstroji zalozenymi na metodéach
strojového uceni a sekvenacnich a strukturnich algoritmech. Nami nové navrzena strategie s cilem
vyvazit nékteré z nedostatkli metod strojového uceni, vyhodnotila pfiméfeny pocet gentli se zatézi
funkéné Skodlivych nesynonymnich variant na souboru pacientek s nddorem prsu. Pro sedm
z dvanécti prioritizovanych gent, tj, ABCC1, ABCC4, ABCB6, ATP7B, CYP2D6, CYP4F3 a CFTR
jsme nalezli vyznamnou souvislost s odpovédi na 1éc¢bu, menopauzalnim obdobim, dale s
histologickym typem, molekularnim podtypem a diferencovanosti (grade) karcinomu prsu.
Prokazali jsme, Ze skupina pacientek s patogennimi variantami v CFTR méla vyznamné zkracené
preziti bez nemoci (Log Rank, p = 0,002) a celkové preziti (Log Rank, p = 0,006). Nase studie
poskytuje dalsi dikaz, ze CFTR se potencialné¢ podili na procesech ovliviiujicich t¢innost
onkoterapie nebo na samotné maligni progresi onemocnéni, jak doklddaji recentni publikace.
Tercidrni prevence v kontextu odpovédi na léCbu se teoreticky nabizi moznym sledovanim
funk¢nosti CFTR nebo pfimim zavedenim terapeutickych 1éCivych latek, jako jsou jiz dostupné
modulatory CFTR, které do urcité miry fesi nékteré defekty funk¢nich variant.

Pfi zaméfeni na vSechny varianty v genu KI/FI4, povaZzovaném za jeden ze 70
prognostickych biomarkerd u karcinomu prsu, byly bioinformatickym néstrojem RegulomeDB
identifikovany funkéni nekddujici varianty (rs17448931 a rs3806362). Varianty byly nasledné
uspésSné potvrzeny na rozsahlych klinickych datech (n = 808) pacientek studie. Celkové tak z 23
zarode¢nych variant s alelickou frekvenci vetsi nez 5%, byly pouze 2 (rs17448931 a rs3806362)
klinicky ovéfeny a predstavuji dalsi zptfesnéni cilli v genu KIF14 s potencidlnim vyuZitim v
terciarni prevenci. Varianty se nachazeji v intronové casti genomu a jejich regulacni funkce byla

spravné predpovédéna zvolenou in silico metodou.
Nase prace pfinesly fadu prioritnich vysledkt vyuzitelnych v terciarni a kvartérni prevenci

karcinomu prsu, avSak rovnéz demonstrovaly vyznam dikladného bioinformatického

vyhodnoceni a nésledné klinické validace jako nezbytnych nastrojt.
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1.1. Summary

Breast cancer, a genetically heterogeneous disease, remains the leading cause of death in
women, and although mortality is slowly but gradually decreasing, incidence and prevalence is
increasing in last years. A fully effective primary prevention to reduce the risk of developing the
disease is still not available. An early diagnosis as part of a secondary prevention is the only
effective risk minimisation measure. A tertiary prevention with the aim to avoid the disease
progression, a loss of self-sufficiency associated with a lower quality of life, and a quaternary
prevention identifying patients at risk of over-medication are becoming an integral part of the
clinical management of oncologic patients. Tertiary and quaternary prevention are based on the
study of genetic differences in patients and their subsequent stratification according to genetic
predisposition, the molecular nature of the cancer, and the effects of chemotherapy. Due to
genetic variations, a reduced response to treatment can be studied as well, which may be
attributed to variability in metabolism or drug transport and subsequent drug exposure.

In 2003, data on approximately 92 % of the human genome had been generated via the world's
largest biological project - the Human Genome Project. Twenty years later, we have found
ourselves in the age of the bioinformatics, in which 100 % of the human genome has been
mapped. The basic hypothesis of this work is that there are evolutionary, population and
functionally distinct genetic variants in the human genome and these are publicly accessible in
the global databases for further studies. This work aimed to investigate available databases and
bioinformatics tools to facilitate processing of large amounts of pharmacogenomic and
pharmacogenetic data and thus to systematize the prediction process of genetic profile of breast
cancer patients with applicability in tertiary and potentially quaternary cancer prevention.

Through massive parallel sequencing, we have evaluated common germline coding and non-
coding variants in a panel of 509 genes related to drug metabolism and elimination, cell death
and major oncogenic pathways using emerging in silico tools and established pharmacogenomic
databases for the first time in Czech breast cancer patients in such an extent. /n silico prioritized
variants were technically and clinically validated in a cohort of 805 patients. The association of
1s2227291 in ATP7A4, 152293194 in KCNABI (in early-stage patients) and rs4376673 in DFFB
with response to neoadjuvant cytotoxic therapy provides novel targets for follow-up functional
studies with the potential to contribute to tertiary prevention. In patients with luminal B or triple-
negative breast cancer tumors, the frequently studied variant rs1801160 in DPYD was
significantly associated with disease-free survival and represents another provocative target with

prognostic potential.
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Through the study of rare coding variants in these patients, the purpose of this work was to
establish an effective approach for the adequate prediction and interpretation of functional
variants using bioinformatics tools that rely on sequencing and structural algorithms, as well as
machine learning techniques. To address some of the limitations inherent to machine learning
methodologies, our newly proposed strategy assessed a substantial number of genes harboring
functionally deleterious non-synonymous variants in a cohort of breast cancer patients. Among
the twelve prioritized genes, we identified significant associations for seven genes—ABCCI,
ABCC4, ABCB6, ATP7B, CYP2D6, CYP4F3, and CFTR—with response to treatment,
menopausal status, histological type, molecular subtype, and differentiation grade of breast
cancer. Specifically, we demonstrated that patients with pathogenic variants in CFTR exhibited
significantly reduced disease-free survival (Log Rank, p=0.002) and overall survival (Log Rank,
p = 0.006). Our findings further substantiate the involvement of CFTR in processes that
potentially influence the efficacy of cancer therapy or the progression of malignant disease,
corroborating recent publications.

Further focusing on all variants in the K/F'14 gene, known as one of 70 breast cancer prognostic
biomarkers, and using in silico analysis via RegulomeDB, we have identified functional non-
coding variants (rs17448931 and rs3806362). These variants were successfully replicated in a
large clinical data from breast cancer patients (n = 808) of the study. Overall, of the 23 germline
variants with an allele frequency of more than 5%, only two (rs17448931 and rs3806362) were
validated. These variants are located in the intronic region of the genome, and their regulatory
function was and accurately predicted through the chosen in silico method. Our results refine the

targets within the K/F'/4 gene, and potentially allows for use in the tertiary prevention.

Our work provides a range of high-priority outcomes that can be utilised for further research,
specifically in the areas of tertiary and quaternary cancer prevention. In addition, we have also
emphasised the importance of thorough bioinformatic evaluation and subsequent clinical

validation as essential tools.
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Literarni prehled, soucasny stav poznani

2.1. Epidemiologie a etiologie karcinomu prsu

Karcinom prsu, geneticky heterogenni onemocnéni, zlistava u zen hlavni pfi¢inou umrti, a prestoze
mortalita postupné ale pomalu klesa, incidence od roku 2011 v CR opétovné roste (viz Graf 2—
1). Z celkového poétu 183 zemi se Ceska republika nachazi na 26. pofadi, tj. v prvni &tvrting
svétové incidence (Graf 2—2). Navzdory vSem dostupnym preventivnim opatfenim, celosvétove
nador prsu tvoii 12,5% podil (Malhotra et al. 2010), (Siegel et al. 2022) a v Ceské republice,

obdobné 11,7% podil ze v§ech novych piipadi nadort.

CH8 - ZH prsu -4 Incidence
Wawoj v Case —#- Mortalita

Pocet pripadd na 100 000 osob

o _/’/_‘,Mw
F Zdroj dat: 0Z15 CR

O R R S R S A S R S ST

Analyzovana data: Niinc)=231476, N{mor)=765256 htt pffwww. svod.cz

=]

Graf 2—1 Casovy vyvoj hrubé incidence (pocet novych piipadi na 100000 osob) a hrubé

mortality (pocet imrti na diagnézu na 100000 osob) pro C50 v celé populaci (www.svod.cz)

C58 - Prs, Zeny
srovndni incidence v CR s ostatnimi zemémi swéta, ASR - svétow) standard

Belgie
Danshko
Francie
Nizozemsko
Izrael
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Kanacha

feskd republika . . : 1 . -
2h 40 &b 8h 100 120

Pofadi Ceskd republiku: 26 http s/ . avod .oz Zdroj dat: GLOBOCAM 2008

[=1

Graf 2—2 incidence diagnoézy karcinomu prsu (CS50) v CR a ostatnich zemi svéta

(www.svod.cz)
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V zenské populaci je karcinom prsu druhym nejcastéjSim diagnostikovanym nédorem. Z
nadorovych onemocnéni pravé zhoubny novotvar prsu (C50) patiil za rok 2018 v poctu 1621
pfipadd k nejéastéjsi pfi¢ing umrti na nadorové onemocnéni u zen (Cesky statisticky ufad,
zvetejnéno 25.11.2019). Posledni statistické udaje zroku 2020 poukazuji pouze na pomalu
stabilizujici tendenci v poétu 1710 piipadd. (Cesky statisticky Gfad, UZIS CR 2021, ISSN 1210-
9967). Podle molekularni klasifikace, karcinom prsu rozliSujeme na tfi hlavni nadorové
molekularni podtypy: hormonalni receptor (ER/PR) pozitivni a zarovenn ErbB2/HER2 negativni
(70 % pacientek), ErbB2/HER2 pozitivni (15-20 %) a trojité negativni (TNBC) tj., bez exprese
vSech tii receptorti (15 %) (Waks a Winer 2019). Molekularni podtypy vykazuji vyznamné rozdily
v progresi onemocnéni, piicemz nejkrat§i ptfeziti predstavuje bazalni/triple negativni (ER-/PR-
/HER2-) podtyp. Nékteti autoii dale rozdéluji hormonalné pozitivni podtyp (lumindlni) podle
hodnot proliferaniho markeru Ki67 na luminalni A a lumindlni B, které rovnéz vykazuji
rozdilnou prognoézu (Malhotra et al. 2010). V predkladané préci studujeme geneticky profil
vrozenych variant u pacientek s hormonaln€ pozitivnim/HER2 negativnim (lumindlni A, B) a

TNBC podtypem nadora.

Etiologie

Etiologie karcinomu prsu je déna komplexni interakci rdznych modifikovatelnych i
nemodifikovatelnych faktord, tj. genetickymi, environmentalnimi, nutri¢nimi, hormonalnimi a
dédi¢nymi prvky. Mezi rizikové faktory patii predchozi vyskyt karcinomu prsu, pozitivni rodinna
anamnéza, ¢asna menarche, pozdni menopauza, neaktivni zplisob Zivota, hormondlni substitu¢ni
terapie a expozice toxickym latkdm (koufeni, konzumace alkoholu). Expozice endokrinnim
disruptorim (xenoestrogeny a syntetické estrogeny) obsazenym v chemickych latkach
v bezprostiednim styku s okolim (Admoun a Mayrovitz 2022). Z pohledu rizika genetického
portfolia se odhaduje, Ze mutace, pfestavby nebo delece naptiklad v jiz dobfe studovaném genu
BRCAI a BRCA2, vysvétluji pouze 15 % familidrnich karcinomi s ptihlédnutim na rozdilnosti
v zastoupeni dokumentované pro etnické skupiny. Mezi dalSi vzacné, ale vysoce penetrantni geny
patii PTEN a TP53 (rovnéZz zahrnuty v naSem panelu genti studii pfedkladané prace), dale pak
CDHI a STK11, z nichz kazdy propujcuje odlisny klinicky fenotyp (Shiovitz a Korde 2015).
V predkladané praci se celkoveé zaméfujeme na panel 509 geni dilezitych v procesu farmakologie

onkologickych 1é¢iv a progrese karcinogeneze.
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2.2. Prevence karcinomu prsu

Podstatu uspésnosti terapie karcinomu prsu lze posuzovat i z pohledu prevence. Plné funkcni a
neinvazivni primarni prevence (tj., mimo profylaktické mastektomie) cilena na zabranéni vzniku
onemocnéni zatim neni k dispozici (Alaofi et al. 2018). Jedinym ucinnym prostfedkem je v€asna
diagndza, v dob¢, kdy nejsou plné rozvinuté symptomy onemocnéni a ktery se ftadi jiz k
sekundarni prevenci. Zde zna¢n¢ pomahd indikované genetické vySetieni u zen s velmi vysokym
rizikem, preventivni screeningova mamografie u asymptomatickych zen v dispenzarni péci a u
zen od 45 let véku (ptipadné od 40 let véku pro samoplatkyn¢), ¢astecné i samovySetieni prsu.
Sekundarni prevence, zvySuje Sanci na zpomaleni ristu nebo uplné zastaveni riistu karcinomu
vcasnou terapii. Celkovym vysledkem takového preventivniho opatfeni by mélo byt sniZeni
umrtnosti na nadorové onemocnéni (Kolak et al. 2017).

K piikladu invazivni primarni prevence a sekundarni prevence cilenou terapii fadime odhaleni
predispozi¢nich gent dédicné formy karcinomu prsu, jako jsou napf. autozomalné¢ dominantné
dédéné mutace v genech BRCAI1/2. Efektivni detekce potencialnich nositelli mutace zde vede k
profylakticko-preventivnim opatfenim, v pfipad¢ jiz zminéné mastektomie, a signifikantnimu
zvySeni kvality a délky Zivota diky v¢as podané terapii (Belizario et al. 2016). Seznam dostupnych
genetickych testli rozsifen o dalsi vyznamné geny a mutace jak vrozenych, tak somatickych pro
diagndzu a terapii karcinomu prsu poskytuje a prubézné aktualizuje americky ufad pro kontrolu

potravin a 1é¢iv (FDA) https://www.fda.gov/medical-devices/in-vitro-diagnostics/nucleic-acid-

based-tests#human.

Nedilnou soucasti klinického managementu pacientd se stdva i terciarni prevence, zvolenim
uc¢innych 1é¢iv s adekvatni odpoveédi po celou dobu terapie. Cilem terciarni prevence je tak
zabranit progresi onemocnéni, ztraté sobéstacnosti a s ni spojené snizeni kvality Zivota. DileZité
postaveni zastava i kvartérni prevence s cilem identifikovat pacienta ohroZzeného nadmérnou
medikaci, chranit ho ptfed lékarskymi invazivnimi metodami a navrhnout mu intervenci, ktera je

eticky piijatelnd (Kisling a M Das 2023; Martins et al. 2018) viz Obrazek 2—1.
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Obrazek 2—1 Nemoc ve vztahu k prevenci (pfevzato a upraveno (Martins et al. 2018))

Terciarni a kvartérni prevenci lze docilit studiem mechanismu karcinogeneze a ucinki
chemoterapie, vcetné¢ téch nezddoucich. Dale pak stratifikaci pacientd i podle genetické
predispozice a molekularni povahy karcinomu sohledem na genetické, epigenetické a
biochemické zmeény (Uzilov et al. 2016). Obecn¢, studium chemoterapie na urovni
farmakokinetického a farmakogenetického profilovani se zamétuje na distribuci, biotransformaci
a eliminaci cytotoxického lé¢iva s dirazem na chemorezistenci na molekularni tirovni (O’Donnell
a Ratain 2012). Na trovni farmakodynamického a farmakogenomického studia chemoterapie se
jedna o komplexni genetické profilovani pacienta s onkologickym onemocnénim, idealn¢ jak na
urovni vrozené variability, tak somatickych mutaci nddorovych bunék. Pti rozdéleni dle védného
oboru, farmakogenetika se zabyva studiem jednotlivych genl zapojenych do farmakologickych
procest (Kranzler et al. 2017). Studuje rozdilné ucinky 1é¢iva u rozdilnych pacientll v realné

klinické praxi, které¢ jsou dany piitomnosti dédicnych variant genti, variabilitou pacientu.
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Farmakogenetické piistupy jsou uzitecné v piipadech, kdy 1éCivo interaguje s receptory nebo
jinymi "Iékovymi" cili nebo podléha metabolismu nebo transportu proteinu, zejména kdyz jsou
znamy funkéni polymorfismy v genech kdédujicich kandidatni proteiny. Tyto pfistupy vedly
v poslednich letech k identifikaci n€kolika klinicky pouzitelnych farmakokinetickych para typu
gen-1é¢ivo, napt. mutaci CYP2D6 (Alshabeeb et al. 2022; Carr et al. 2021; Zhang et al. 2015),
které metabolizuji tamoxifen, a mutaci SLCOIBI, které ovliviiuji clearance metotrexatu u
vzacnych variant s klinickym dopadem vétSim néz u Castych variant (Ramsey et al. 2012;

Alshabeeb et al. 2022).

Farmakogenomika se zabyva studiem vlivu na osud lé¢iva genomu. Studuje rozdilné ucinky
potencidlnich 1&¢iv in vitro a in vivo na genovou expresi jako celek. Hodnoti expresni profily,
variabilitu v mechanismu u¢inku potencialnich 1é¢iv ve fdzi screeningu. Oba terminy —
farmakogenetika a farmakogenomika jsou casto v publikacich zaménovany a nejcastéji
adresovéany terminem ,,farmakogenomika“ ¢ehoz vyuzivame 1 v této praci, kde se zamétujeme na
studium fenotypu a odpovédi organismu na lé¢ivo. Fenotyp, jak farmakodynamicky (PK), tak
farmakokineticky (PD) se ve vysledku mohou projevit jak zvySenim/snizenim uc¢innosti anebo

zvySenou toxicitou a vznikem nezadoucich uCinkli viz Obrazek 2—2 (pfevzato z

www.pharmgkb.org) a Obrazek 2—3, ktery popisuje situaci proléciva a léciva pro fenotyp

pomalych (,,poor*), normalnich (,,extensive*) a ultrarychlych metabolizatorti .
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Obrazek 2—2 Ovlivnéni mechanismu anebo cile u¢inku lé¢iva vrozenou variantou genu
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Obrazek 2—3 Diagram zobrazujici fenotypy zvyseného rizika vzniku nezadoucich ucinkt anebo
jak nedostatecné, tak zvySené ucinnosti s nezddoucimi ucinky farmakoterapie. Pfevzato z (Carr et

al. 2021).

Néplni ptfedkladané prace je studium dostupnych bioinformatickych datab4dzi a ndstroja
k usnadnéni zpracovani velkého mnozstvi farmakogenomickych dat, a tak k zautomatizovani

procest predikce genetického profilu pacienta ve vztahu k terciarni a kvartérni prevenci.

2.3. Farmakoterapie karcinomu prsu

Z aspektu medikace lze farmakoterapii karcinomu prsu pacientek studie predkladané préace
rozdélit dle mechanismu tG¢inku tj., farmakodynamickych vlastnosti 1é¢iv na: 1.) inhibitory mitozy
a 2.) inhibitory replikace DNA s podilem farmakokinetickych faktori jako je jaterni metabolismus
ovliviiujici proménu proléciva na aktivni 1é¢ivo.

K prvnimu mechanismu se tadi 1éCiva s hyperstabilizaci mikrotubulii tj., paklitaxel a jeho
ucinngjs$i semisynteticky analog docetaxelu, které inhibici depolymerizace tubulinu zastavuji
bunécny cyklus v G2 fazi anebo v pribéhu mitézy. K druhému mechanismu se fadi inhibitory
replikace DNA s podskupinami a.) inhibitort topoizomerazy I, interkaldtord, antracykliny tj.,
doxorubicin (adriamycin), epirubicin a daunorubicin; b.) analogy pyrimidint tj., 5-fluorouracil (5-
FU), kapecitabin, gemcitabin). Kapecitabin je ne-cytotoxicky fluoropyrimidinkarbamat, ktery
pusobi jako perordlné podavané prolécivo 5-FU. Gemcitabin je rychle metabolizovan
prostiednictvim cytidindeaminazy v jatrech, ledvinach, krvi a dalSich tkanich. Intraceluldrni
metabolismus gemcitabinu produkuje gemcitabin monofosfat, difosfat a trifosfat (dFACMP,

dFdCDP a dFdCTP), ze kterych dFdCDP a dFACTP jsou povazovany za aktivni metabolity.
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V neposledni fad¢ c.) alkyla¢ni ¢inidla, cytostatika jako je prolécivo cyklofosfamid, které je
jaternim systémem cytochromu P450 metabolizovano na aktivni metabolity. Dalsi 1éciva
s hyperstabilizaci mikrotubulil tj., inhibitory polymerace mikrotubulil vinca alkaloidy (vincristin,
vinblastin, vinorelbin) nebyly do nasi studie zahrnuty. Farmakokinetické vlastnosti téchto 1é¢iv
jsou blize popsané v jednotlivych souhrnech tidajii o pfipravku (SmPC), ze kterych byly pfevzaty
1 vySe uvedené informace, dale pak v databazich DrugBank a PharmGKB. Detailni seznam gent
studovaného panelu a jejich rozdéleni ve vztahu k fazim metabolismu 1é¢iv, hlavné metabolismu
jaterniho je uveden v piiloze (Supplementary Table S2) publikované studie (Hlavac et al. 2018).
Adjuvantni hormonalni 1écba u postmenopauzalnich pacientek zahrnovala inhibitory aromatazy
(anastrozol, letrozol) a selektivni modulatory estrogenovych receptorti (SERM), jako je synteticky
nesteroidni antiestrogen tamoxifen. U premenopauzalnich pacientek byl v rdmci adjuvantni 1é¢by
podavan agonista gonadotropin uvoliujiciho hormonu (GnRH) goserelin. Celkové se nase studie

omezuji pouze na vyhodnoceni cytotoxické 1é€by, a proto hormonalni terapie neni dale popisovana

blize.

2.4. Precizni medicina

"Precizni medicina (obecné povazovand za obdobu personalizované mediciny nebo
individualizované mediciny) je inovativni pfistup, ktery vyuzivd informace o genomu, Zivotnim
prostiedi a Zivotnim stylu jednotlivce k rozhodovani o jeho 1é¢bé. Cilem precizni mediciny je
poskytnout presnéjsi pfistup k prevenci, diagnostice a 1é€bé onemocnéni" (Delpierre a Leféevre
2023).

genetickych zmén zarodecnych anebo v nadorovych (somatickych) bunikach ptinesla biomarkery,
které se v klinické praxi jiZz rutinn€ pouZzivaji. Biomarkery jsou podle definice objektivni,
kvantifikovatelné charakteristiky biologickych procesti (Strimbu a Tavel 2010). Ackoli vétSina
farmakogenomickych moZnosti v onkologii zahrnuje ziskané somatické mutace, které casto
predpovidaji farmakodynamické uc€inky onkologickych 1é€iv, napt. somatické mutace genu pro
receptor epidermalniho ristového faktoru (EGFR) (Wheeler et al. 2013; Ikediobi 2008), zdrodecné
variace, které ovliviiuji vyvoj karcinomu, mohou rovnéZ pomoci pifedvidat terapeutické a

nezadouci ucinky protinadorovych 1é¢iv (Evans a McLeod 2003; Filipski et al. 2014; Hertz 2013).

Dobrym pfikladem personalizované mediciny jiz implementované do klinické praxe je
publikovand analyza vychazejici ze souhrn udaji o ptipravku (SmPC), které jsou mustry
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vystupnich dat studii 1€Civ pii a po registraci 1é¢ivych ptipravki. Od roku 1995 do srpna 2014,
kdy bylo centralizovan¢ registrovano (v EU pies Evropskou Lékovou Agenturu) 517 1éCivych
ptipravki, témeét 15 % z nich obsahovalo farmakogenomickou informaci v riznych bodech SPC.
V piipadé vrozené mutace, za zminku stoji ptiklad kapecitabinu (peroralné¢ podavané prolécivo 5-
FU), kde je ptfimo kontraindikovano jeho pouziti u pacient s genetickou zménou ovliviujici
aktivitu dihydropyrimidindehydrogenazy (DPD). Ackoli DPD deficit nemiize byt piesn¢
stanoven, je znamo, Ze pacienti s uritymi homozygotnimi nebo sloZzenymi heterozygotnimi
mutacemi v mist¢ DPYD genu, které mohou zptlisobit uplnou nebo témét Gplné chybé&jici DPD
aktivitu enzymu, maji vyssi riziko zivot ohrozujici toxicity (Meulendijks et al. 2015).

Realitou ale je, Ze chyb¢jici informace tykajici se stanoveni pfesné davky, stézuji rutinni
terapeutické vyuziti genomickych dat (Crona a Innocenti 2012). Tato omezeni se snazi Evropska
Lékova Agentura (EMA), ve spojeni s ostatnimi 1ékovymi agenturami, kompenzovat podporou
relevantnich farmakogenomickych dat, kterd jsou pozadovana u registrovanych 1écivych

ptipravkl (Chin et al. 2017) https://www.ema.europa.eu/en/documents/report/genomics-genetics-

transcriptomics-epigenetics-subgroup-report_en.pdf. Pifikladem je wupozornéni pro drzitele

rozhodnuti o registraci u piipravkil obsahujici tamoxifen https://www.sukl.cz/tamoxifen-a-

cytochrom-p450-cyp2d6?highlightWords=tamoxifen. Pracovni skupina pro farmakovigilanci

(PhVWP) Evropské 1ékové agentury ve spolupréaci s pracovni skupinou pro farmakogenetiku
(CHMP Pharmacogenomics Working Party, PGWP) a odbornym poradnim sborem pro onkologii
(Scientific Advice Group on Oncology, SAG O) uvedla, Ze polymorfismus gent pro CYP2D6
muze byt spojen s riznou odpovédi na 1é€bu tamoxifenem, kdy pomali metabolizatoti CYP2D6
tamoxifenu a mohou vykazovat sniZzenou odpovéd’ na 1é¢bu a doporucila ptidani téchto informaci
do SmPC.

V piipadé€ somatickych mutaci u nadort prsu, kdy je zvySena exprese proteinu HER2 nebo jejichz
nadory vykazuji amplifikaci genu HER2, byly na podkladé farmakogenomickych dat registrované
1é¢ivé ptipravky jako Herceptin (od roku 2000), Tyverb (od roku 2008) a Perjeta (od roku 2013).
V precizni medicin€ se vyuziva Al a strojové uceni k individualizaci 1écby s ohledem na faktory,
jako jsou charakteristiky onemocnéni, genotyp pacienta, panely biomarkert a klinické parametry
k uptesnéni vybéru pacienti a davkovani léciva do klinickych studii dle pfedem pfipravené
knihovny variant. V roce 2020, byla navic provedena studie za vyuziti strojového uceni a dat
fenotypové manifestace u DPD-deficientnich pacientd z farmakovigilinéni databdze EMA.

Vysledky studie ukazuji, Ze 7 az 13 % pacientii mé profil podobny DPD-deficientnim pacientim
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ve vtahu k projeviim toxicity na 1éCivo (fluorouracil, kapecitabin, tegafur, a flucytosin). Studie
také poukazala na dalsi vyuzitelnost umélé inteligence v regula¢nim prostiedi.

V cervenci 2023, navic EMA vydala dokument, aktualné k vefejnému ptipominkovani, tykajici se
vyuziti umélé inteligence (artificial intelligence, Al) v pritbéhu zivota 1é¢ivého ptipravku a lze
tedy ocekavat dalsi vyuziti téchto metod 1 vregulaci 1éCivych  pripravkd.

https://www.ema.europa.eu/en/news/reflection-paper-use-artificial-intelligence-lifecycle-

medicines.

2.5. Bioinformatika, studie in silico

Biomedicinsky vyzkum je fizen neustalym navySovanim v schopnosti generovat data (Cabanillas
et al. 2017). Na zakladé téchto dat bylo, a je mozné objasnit spojeni genetické variability s nemoci
nebo s odpovédi pacienta na 1éCbu. Tato skuteCnost se stala hlavnim divodem pro vznik nového
védného odboru — bioinformatiky, kterd na zakladé matematického modelovani, statistiky a
komputace predikuje funkéni biologické konsekvence (Afgan et al. 2002). VSe zapocalo
ojedinélym, celosvétove nejveétsim spolecnym biologickym projektem — Human Genome Project,
ktery v roce 2003 vygeneroval data pokryvajici az 92 % lidského genomu a vetejné je zptistupnil
(Weng et al. 2013). Byly vyvinuty efektivni ,,high throughput metody, které snizily ¢as i finance
potifebné naptiklad ke zjiSténi etiologie onemocnéni (Iorio et al. 2016). Celkové technologie
sekvenovani nové generace (NGS) dosdhla stonasobného snizeni ndkladli ve srovnani se
Sangerovym sekvenovanim a jeji cena je aktualné nizsi nez 20 000 K¢ za jeden lidsky genom. V
soucasné dobé mohou platformy NGS produkovat miliardy ¢teni az pro 48 vzorkl v jednom runu
(Hu et al. 2021; Liu et al. 2022). Ze surovych dat NGS lze pomoci analytického souboru nastroji
(pipeline) vytvofrit standardni a dobfe rozpoznatelné soubory ve formatu VCF (Variant Call
Format), které uchovavaji identifikované varianty a poskytuji genomickou pozici variant, typ
substituce nukleotidii, vyhodnocené skore kvality, genotyp a dalsi relevantni informace podle
zarovnani sekvenci. Na zaklad€ uvedenych informaci lze varianty pfifadit ke konkrétnim gentim
nebo transkriptiim, klasifikovat je do rznych typl a vyvozovat zavéry o jejich dusledcich (Wang
et al. 2010; Cingolani et al. 2012; McLaren et al. 2016).

Nejnarocnéjsi casti je nasledujici krok, tj. funkéni anotace neboli, v naSem pfipad¢€, piifazeni
Skodlivosti varianty zptisobujici onemocnéni ¢i odpovéd’ na 1é¢ivo (Araujo et al. 2018) z ptiblizné
50 000 variant celoexomového nebo dokonce milionli variant z celogenomového sekvenovani
(Liu et al. 2022). Existuje spousta datovych zdrojii uchovavajicich evidované informace o vztahu

genotyp-fenotyp, kdy informace o volani variant jsou uchovéavany vtzv. Locus Specific
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DataBases (LSDBs). Jedna z nejznamé;jsich je Leiden Open-source Variation Database (LOVD)
a ClinVar (viz 2.5.1.3.).

Do jisté miry jsme schopni tyto zdznamy vyuzit k interpretaci vzniku, prab¢hu, diagnostiky a 1écby
onemocnéni z genetického hlediska. AvSak i ty nejuznavanéjsi databaze, jako je napiiklad ClinVar
(Landrum et al. 2018), obsahuji pouze 14 000 vysoce spolehlivych variant s dikazy
vyhodnocenymi genetickymi experty, coz je maly zlomek ve srovnani s obrovskym poctem
variant identifikovanych z NGS. Tato situace dramaticky snizuje klinickou vyuzitelnost genetiky.
Kromé¢ toho také ptedstavuje velkou vyzvu pro pochopeni rozdilného plsobeni genii mezi
jednotlivci, populacemi a druhy a také pro deSifrovani vztahu genotyp-fenotyp (Orgogozo et al.
2015). K feSeni téchto problémi se objevily vypocetni néstroje tzv. prediktory (pfipadné obecné,
nazyvané jako algoritmy) pro pifedpovidani vlivu neboli konsekvence variant. Prediktory mohou
pomoci preklenout propast mezi obrovskym mnozstvim generovanych genomickych dat a
omezenymi zndmymi genetickych dikazi, a nakonec sestavit potencialni vztah genotyp-fenotyp
pro nov¢ identifikované varianty (Liu et al. 2022) (viz 2.5.2.). Obecné tak aplikace in silico
pristupti kombinujicich matematické strategie s odbornym nazorem umoznuje vyzkumnikim
efektivné a ekonomicky analyzovat biologicky vyznam genetickych dat. Kategorizace zalozena

na predikci poskytuje vhled do charakterizace variant a stanoveni priorit.

2.5.1. Bioinformatické databaze

Od zavedeni projektu lidského genomu v 90. letech 20. stoleti byly akademickymi institucemi,
organizacemi, konsorcii a komunitami vytvoteny a udrzovany databaze a znalostni databaze (tzv.
Knowledge based database (KBDB)), které shromazd'uji, uchovavaji a umoznuji vyhledavani
zaznami tykajici se genetickych a klinickych informaci. Poskytuji dostatek dostupnych dikazl a
fakth, které spolehlivé prokazuji genotypovou a fenotypovou asociaci, jez vysvétluje funkéni a
patogenni vyznam genetickych variaci. Mnozstvi bioinformatickych nastroji a databazi, které se
generuji za poslednich 20 let, pfedstavuje piiblizné¢ 54 novych databazi a az kolem stovky
aktualizaci jiz pouZivanych databazi kazdy rok (Galperin et al. 2017).

Databazové zdroje vyuziva vétsina prediktivnich algoritmi (v celé praci je také oznacujeme jako

prediktory neboli nastroje) a jejich zakladni ptehled je uveden niZe.

2.5.1.1. Primarni bioinformatické databaze
Nejcastéji pouzivané databaze obsahuji sekvenéni informace, tdaje o populacnim méfitku,

fenotypovou ontologii, klinické a experimentalni dikazy. Sekvencni primarni zdroje GenBank
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(Sayers et al. 2022), jehoz hostitelem je National Institutes of Health (NIH), European Nucleotide
Archive (Baker et al. 2000), Evropsky institut pro bioinformatiku (European Molecular Biology
Laboratory's European Bioinformatics Institute, EMBL-EBI), a DNA Data Bank of Japan (DDBJ)
(Okido et al. 2022) jsou nejpouzivangjsi primarni databaze, které uchovavaji vice nez 2,5 miliard
nukleotidovych sekvenci pro vice nez 504 000 formalné popsanych druhii (Liu et al. 2022).
Predstavuji zaklad pro genetickou analyzu, protoze zarovnani Cistych Cteni k referen¢nimu
genomu je nezbytnym krokem pfi analyze NGS jak jiz bylo zminéno vyse. Proteinové sekvence
se 100 %, 90 % a 50 % identitou k jednotlivym druhtim nasledné vytvareji klastry, které se ukladaji
do informativnich databazi, jako je UniProt Reference Clusters (UniRef) (Suzek et al. 2007),
odnoz Universal Protein Resource (UniProt) (UniProt, 2021). Tyto klastry se vyuZivaji k vytvafeni
souborti vicenasobného zarovnani sekvenci (Multiple Sequence Alignment, MSA), které
predstavuji zaklad piistupu zalozeného na homologii sekvenci a také zékladni algoritmus

nékterych z prediktori jmenovanych v kapitolach nize.

2.5.1.2. Populacni zdroje

Popula¢ni zdroje poskytuji informace umoziujici zkoumat varianty mezi subpopulacemi s riznym
etnickym pivodem nebo stavem onemocnéni. Kromé toho je frekvence minoritnich alel (MAF) z
téchto databazi obvykle uzite¢nym ukazatelem pro stanoveni priorit kandidatnich variant a jedna
se taky o dileZzity parametr vyuZivajici pfi vytvafeni predikénich modeld.

Existuje nckolik celosvétovych populacnich projektti, véetné NCBI dbSNP (Smigielski et al.
2000), 1000 genome project (1KGP) (Sudmant et al. 2015), HapMap (Gibbs et al. 2003), UK10K
(Walter et al. 2015), Genome Aggregation Database (gnomAD) (Karczewski et al. 2019) a NHLBI
GO Exome Sequencing Project (ESP) (Fu et al. 2013). V ptedkladané praci vyuZzivame téchto
projektl k anotaci frekvence variant pro soubor pacientek v pilotni studii ve srovnani

s frekvenénimi daty specifickymi pro Ceskou populaci (NCMG) integrovanou do SQL databéze.

2.5.1.3. Fenotypové databaze

Fenotypové databaze popisuji fenotypy a nemoci ve spojeni s genetickymi informacemi. Jsou
navrzeny tak, aby anotovaly klinické fenotypy a geny pomoci dobie strukturované, pocitacoveé
privétive, presné a precizni terminologie. Celkové tyto databaze poskytuji vyznamné poznatky pro
stanoveni priorit a interpretaci genetickych dat fenotypech s cilem komplexné ptezkoumat vazbu
genotyp-fenotyp. Pfikladem je OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) (Amberger et al.
2019) a Orphanet (Aymé et al. 1998). Podle statistik OMIM je k dneSnimu dni na molekularni

24



urovni mozné diagnostikovat ptiblizné 6315 tzv. jedno-genovych poruch zplsobenych zhruba

4441 geny (https://omim.org/statistics/geneMap). Orphanet ke dni (07.07.2023) zahrnuje 5835,
6172 nemoci a 45734 diagnostickych testl https://www.orpha.net/consor/cgi-bin/index.php).

Pro popis nemoci ve struktufe dat vhodné pro algoritmy byly vyvinuty ontologické databaze, jako
je Gene Ontology (GO) (Ashburner et al. 2000), Mammalian Phenotype Ontology (Smith et al.
2004) a Human Phenotype Ontology (HPO) (Robinson et al. 2008). Tyto databaze jsou také znamé
jako databéaze specifickych lokusti (LSDB). Data a zdznamy jsou Casto kuratorsky zpracovavany
z literatury a klinickych studii. Rozsah LSDB se pohybuje od jednoho genu se zhruba 4000
variantami (Findlay et al. 2018) az po stovky milionti variant. Cilem LSDB je jednoznacné¢ a
presné definovat a kategorizovat korelaci mezi genotypem a fenotypem, pochopit funkce a i€inky
genl, poskytnout mapu genetické distribuce naptfi¢ populacemi a nemocemi a pomoci
klinikiim/diagnostickym laboratofim pii provadéni dalSich valida¢nich testil tim, Ze poskytnou
detailni informace o molekule, patogenité a ucincich variant. Mezi specifické LSDB ztfizené pro
jednotlivé fenotypy/nemoci, jako je napiiklad Fabryho nemoc, fabry-database.org (Saito et al.
2011) a CFTR?2 pro cystickou fibrézu jejiz dat jsme vyuzili v pribéhu studia vzacnych variant pro
dil¢i cil této predkladané prace (The Clinical and Functional TRanslation of CFTR (CFTR2);
http://CFTR2.0org).

VétSina nastroji zaloZzenych na fenotypu vyZaduje jako vstup soubory variant (VCF) a terminy
HPO, zatimco nékteré nastroje vyzaduji pouze terminy HPO. Prioritizace genli u Mendelovskych
nemoci za pomoci srovnani 10 in silico metod, jak s HPO terminologii, tak VCF formatu jako
vstupnich dat byla nedavno publikovana. Vysledky ukazuji, Ze metody vyuZivajici jako vstupni
udaje terminy HPO a soubory VCF dosahuji lepsiho celkového vykonu neZ metody vyuzivajici
pouze fenotypova data (Yuan et al. 2022).

Hlavni faktor, ktery komplikuje adekvatni predikei je, ze v riznych LSDB se ptekryvaji varianty
1 s protichidnou klasifikaci klinického dopadu v dasledku nejednotnych pravidel a subjektivniho

nazoru ruznych kuratort coz znaén€ komplikuje pfistup prioritizace kandidatnich variant.

2.5.14. Farmakogenomické databaze a nastroje
Podporu vyuziti farmakogenomickych dat dopliuji specifickd konsorcia a projekty. Konsorcium
pro implementaci klinické farmakogenetiky (CPIC) vzniklo v roce 2009 jako spole¢ny projekt jiz

zminéné PharmGKB (https://www.pharmgkb.org) a sité¢ Pharmacogenomics Research Network

(PGRN) (http://www.pgrn.org). CPIC poskytuje klinick¢ pokyny, které umoziuji prevést

vysledky farmakogenetickych laboratornich testi do pouzitelnych rozhodnuti o predepisovani
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konkrétnich 1éCivych piipravka. K datu psani této prace bylo jiz vytvoreno 30 klinickych pokynt

(https://cpicpgx.org/genes-drugs). DalSim projektem je Pharmacogenetics Working Group z
Nizozemska (Royal Dutch Association for Advancement of Pharmacy) a The Pharmacogene

Variation (PharmVar) Consortium (https://www.pharmvar.org/) centrdlni ulozisté¢ variability

farmakogenu (PGx), které se zaméiuje na strukturu haplotypt a alelickou variabilitu (Gaedigk et
al. 2021). VSechny tyto konsorcia poskytuji recenzni fizeni (peer-review), aktualizované
farmakogenetické pokyny pro chemoterapeutika, ptipravené na zéklad¢ ,,evidence-based* znalosti
také z laboratornich podminek farmakogenetického a farmakogenomického vyzkumu. Nezavisla
pracovni skupina pro hodnoceni genomickych aplikaci v praxi a prevenci (Evaluation of Genomic
Applications in Practice and Prevention (EGAPP) Working Group (EWG)) z USA navic vyvinula
kritéria pro stanoveni klinické validity a pouzitelnosti dat.

Databaze PharmGKB a nasledn¢ i PharmVar byly hlavni zdroj PGx dat predkladané prace. Dale
byly vyuzité data z fenotypovych databazi pro nezaddouci u¢inky v ADReCS-Target a PheWAS

catalog s obsahem 3 144 jednonukleotidovych polymorfismii (SNP) z katalogu GWAS NHGRI u
13 835 jedincti Evropského piivodu z péti mist sité Electronic Medical Records and Genomics
(eMERGE) (Denny et al. 2013). Za zminku také stoji DGIdb databaze shromazd’ujici interakce
mezi léky a geny tzv. “druggable genom” ziskané z vice neZ tficeti diveéryhodnych zdrojil
(Freshour et al. 2021).

PharmGKB navic shromazduje a dale spravuje preskripéni udaje 1ékti obsahujici
farmakogenetické informace schvalené FDA, Evropskou agenturou pro 1é€ivé ptipravky (EMA),
Svycarskou agenturou pro 1é¢ivé pripravky (Swissmedic), Japonskou agenturou pro 1é&ivé
piipravky a zdravotnické prostfedky (PMDA) a Kanadskou agenturou pro zdravi (Santé Canada,
HCSC) k plnému vyuziti pro personalizovanou medicinu. PharmGKB (pharmacogenetics and

pharmacogenomics knowledge base, www.pharmgkb.org).

2.5.1.5. Databaze somatickych mutaci nadoru

K podobnému ucelu systematického kuratorstvi byla rovnéZ vytvotena i fada znalostnich databazi
somatickych variant. V piedkladané praci vyuzivame téchto zdrojii pouze okrajové. Stejné jako
ClinVar 1 nize zminéné znalostni databdze maji stanovenou uroven pouzitelnosti a obohacuji
komunitu pfispivanim variant s odbornou kuratorskou podporou.

Tyto zdroje jsou také dilezité pro pochopeni vyvoje bioinformatickych néstroji vyuZivajici
somatické mutace jako podklad trénovani a validovani.

Mezi nejznaméjsi znalostni databaze zahrnujeme OncoKB (https://www.oncokb.org/) s 743 geny

a 126 1écivy (ke dni 07.07.2023) a CIViC (civic.genome.wustl.edu) s 496 geny a 183 varianty pii
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filtraci dat pro nador prsu (ke dni 07.07.2023). Mezi dalsi patii MyCancerGenome

(https://www.mycancergenome.org/), CanDL (https://candl.osu.edu/). Prikladem nového

bioinformatického prediktoru ke klinické interpretaci somatickych variant nadorti zalozenou na

dikazech je CancerVar (https://cancervar.wglab.org/about.php). Nastroj vyuziva umélou

inteligenci ke zhodnoceni a poskytuje kategorizaci predikce vsouladu s pokyny

AMP/ASCO/CAP/CGC pro obdobi 2017-2019.

V ramci postgradudlniho studia a ptredkladané prace byly vyuzity i dalsi vefejné databaze a

nastroje napt. Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (https://cancer.sanger.ac.uk/cosmic),

cBioportal (https://www.cbioportal.org/) vyuzivajici data z velkych projektii ICGC (International

Cancer Genome Consortium, https://dcc.icgc.org/) a TCGA (The Cancer Genome Atlas Program,

https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-sequencing/tcga) a dalsi, které jiz implementovaly

algoritmy bioinformatické analyzy pro funkéni hodnoceni genetického profilu (Jalali Sefid Dashti
a Gamieldien 2017). Dale projekty jako napt., CloudBioLinux, CloudMan, Galaxy a Gemstone,
které navic poskytuji virtudlni vyzkumni prostiedi (virtual research environment) umoznujici
zpracovani objemnych dat a fadi se tak mezi dals$i novodobé atributy na poli bioinformatiky
(Afgan et al. 2002). Pro tvorbu funkénich genovych interakci jsou k dispozici webové prohlizece,
aplikace ¢i pluginy jako napt. Cytoscape, GeneMANIA a BioGRID) (Stark et al. 2006). Tato
prostiedi implementuji populdrni néstroje analyzy a redukuji zdroje vypocetni techniky pottebné

pro ukladani, analyzu ¢i persondlni obsazeni laboratoria bioinformatikem.

2.5.2. Bioinformatické nastroje

In silico predikéni algoritmy predstavuji uZite€ny nastroj pro piedbéZné zhodnoceni Skodlivosti
vrozenych variant, napiiklad dopadu aminokyselinovych zdmén na funkci proteinu, a pfedevsim
pro vybér kandidatnich variant, pro funkéni analyzu rozsdhlych dat metodou sekvenovani. Volba
téchto nastroju je kriticka pro spolehlivou interpretaci dopadu variant a méla by byt zalozena na
systematickém hodnoceni jejich vykonu, a to jak z pohledu specificity, tak senzitivity (viz 2.5.3).
Zakladnim, ale velice zjednoduSenym biologickym principem je, Ze jedind zdména aminokyseliny
v proteinu mize ovlivnit jeho strukturu a funkci. Analyza mutaci v proteinu je kliCova pro zjiSténi
jejich dopadu a pochopeni mechanismu onemocnéni. Bioinformatické ndstroje poskytuji pro
danou mutaci  vysledky zalozené na  skore, které udava  pravdépodobnost

poskozeni/skodlivosti/patogenity. V poslednich letech, hlavné zavedenim umélé inteligence,
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vyvoj stavajicich programl a zavedeni novych predik¢nich algoritmii zménil soucasny stav
analyzy proteinovych mutaci (Choudhury et al. 2022).

Publikované studie vSak dokladaji znacné rozdily v interpretaci predikce pii pouziti nékolika
nastrojii, pravdépodobné¢ dusledkem riizné vahy hodnocenych parametri u jednotlivych
predik¢nich algoritmii, kvili obsahu a velikosti testovacich datovych souborti ale taky z diivodu
neadekvatniho zvoleni algoritmu k zamyslenému cili studie (Ghosh et al. 2017; Niroula a Vihinen
2019).

Vedlejsi cil této prace zahrnuje i zhodnoceni rozdilnosti ve vysledku predikce u zvolenych nastroji
a metod pro funk¢ni interpretaci genetické variace, v naSem piipadé vzacnych variant u vybraného
panelu 509 farmakogent a onkologicky vyznamnych gent.

Prediktory vlivu variant lze rozdélit n¢kolika zptsoby, napiiklad do kategorii sekvencnich a
strukturnich néstrojii a metaprediktord, které¢ho pro zjednoduseni vyzivame i v této predkladané
praci (Hassan et al. 2019a; Yazar a Ozbek 2022; Hassan et al. 2019b). DalSim casto pouzivanym
rozdé€lenim je na modely strojového uceni (Machine Learning, ML) tj., modely s dohledem a bez
dohledu a modely bez ML. Pro zpracovani hlavniho cile bylo sestaven set z sekvenénich algoritmi
(Align-GVGD, LRT, MutationAssessor, PolyPhen2, PROVEAN a SIFT) a strojového uceni
(CADD, MetaSVM, REVEL a VEST3) a tyto prediktory jsou blize popsané.

Zakladni vybér néstroji Ize také rozdélit na ¢ast genu, které¢ho se predikce tyka, zjednodusené na
kodujici a nekddujici. Pro kddujici Cast (exon) je dale délime dle typu varianty (mutace). Varianty
zpusobujici sekvencni zmény se déli pfedevSim na Ctyfi typy: inzerce, delece, jednonukleotidova
varianta (SNV) a ostatni substituce (Eilbeck et al. 2005). SNV se skladaji z nesynonymnich SNV
(nsSNV) a synonymnich SNV (sSNV). Mezi nimi jsou nej¢astéji identifikovany nsSNV, stejné
jako v nasi studii. Proto se také v pfedkladané praci zamétujeme hlavné na vypocetni ptistupy,
které jsou vyvinuty k odvozeni dopadu nsSNVs v kodujicich oblastech. Minoritné€ bylo vyuzito i
nastroji hodnotici nekodujici ¢ast genit (dbscSNV, TFBP, MaxEntScan, IW scoring framework,
RegulomeDB, TargetScan a PINES).

2.5.2.1. Sekven¢ni algoritmy

Tato tfida prediktord je odvozena ze srovnavaci genomiky, kdy u pfirozené¢ho vybéru jsou zmény
aminokyselin v konzervativnich sekvencich vice ,Skodlive®, coz se urCuje vyhleddvanim
homolognich sekvenci napfi¢ druhy oproti nehomolognim pozicim, které jsou povaZovany za
Htolerantni (Cooper a Shendure 2011). Metodologicky, prediktory nejprve konstruuji

mnohocetné pfifazeni neboli zarovnani sekvenci (MSA) bud’ seskupenim vice proteinovych
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sekvenci s danou podobnosti ze zarovnanim BLAST (Altschul et al. 1990) nebo jen nactenim
vlastnich selektivnich sekvenci z vySe jmenovanych genomickych databazi pro mnohondsobné
zarovnani pomoci MULTIZ (Blanchette et al. 2004), nebo MUSCLE (Edgar 2004). Na zéaklad¢
MSA je vypoctena pozicné specificka skorovaci matice (PSSM) (Gribskov et al. 1987), ktera
generuje vysledek predikce pomoci pravdépodobnostniho skore (Ng a Henikoff 2003), poméru
pravdépodobnosti (Chun a Fay 2009), primérné vzdalenosti mezi cilovymi druhy a ostatnimi v
podceledi (Choi et al. 2012) nebo rozdilu entropie (Reva et al. 2007; Hopf et al. 2017). Prediktivni
vysledky jsou obvykle spojité hodnoty s mezni, také nazyvanou prahovou hodnotou, doporucenou
dle vyvojatre metody a ovéfenou na souboru mutacnich dat.

Ptikladem jsou varianty stop-gain a frameshift (posunové) mutace v anotac¢nich néstrojich, napft.
ve VEP (McLaren et al. 2016) a SnpEff (Cingolani et al. 2012) obecné hodnoceny jako "HIGH"
tzn. s vysokym dopadem na biologickou sekvenci. Vliv na protein vSak neni vzdy jednoznacny a
zda se, ze zmé&ny aminokyselin zejména ty, které se nachazeji v blizkosti C-konce proteinu, jsou
tolerantni (MacArthur et al. 2012) a nékteré varianty frameshiftd, dokonce i v homozygotnim
stavu, jsou Casto pozorovany mezi populacemi, coz naznacuje mozny snizeny dopad na jejich

patogenni charakter (Eilbeck et al. 2017).

Sekvencni sada

Ke stanoveni prvniho cile pfedkladané prace (Hlavac et al. 2018) byla zvolena metoda interpretace
predikce tzv. striktnim konsenzem né&kolika vybranych nastroji. Pro zhodnoceni nesynonymnich
variant (nsSNV) byla vytvorena sada 6 sekvenénich nastrojt, jejichz modely byly sestaveny prave
pro hodnoceni nsSN'Vs. Striktni shoda ve vysledcich predikce znamenala vylou€eni vSech variant
pro nékterou z chybéjicich predikci nastroje v "sad¢ sekvencnich néstrojii in silico. Sada zahrnuje
nastroje Align-GVGD, LRT, MutationAssessor, PolyPhen2, PROVEAN a SIFT podrobnéji
popsané nize. Metody sekvencni sady nejsou zalozené na metodach strojového uceni, a
piekondvaji tak obavy z kruhovosti typu 2 v diisledku nedostate¢ného rozliseni skodlivych variant
od neutralnich v rdmci daného proteinu v trénovacim souboru dat (viz 2.5.3). Tento postup byl

inovativni oproti jiz publikovanym studiim (viz 5.1.1).

Align-GVGD
Align-GVGD akronym pro Grantham Variation, Grantham Deviation, patfici pod Huntsman
Cancer Institute v Utahu, pracuje se sekvencni homologii a zdménu ve vysoce konzervovanych

mistech hodnoti dle fyzikalné-chemickych vlastnosti aminokyselin tj., polarita, naboj atd.
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(Tavtigian et al. 2008). Pravdépodobnost, ze substituce je Skodliva vyjadiuje skala od ,,CO*“ do
,C65%, kde tiida ,,C65“ oznaCuje nejveétsi pravdépodobnost. Nastroj je dostupny z

http://agvgd.iarc.fr, kde ma uzivatel moznost srovnani vlozené sekvence (ve FASTA formatu) s

nékterym z dilezitych predispozicnich genii (napt. BRCAL1). Align-GVGD je rozsiteni ptivodniho
Granthamova rozdilu ve vicenasobném zarovnani sekvenci a skute¢ného simultanniho
vicenasobného porovnani. Ve verzi 2012 (fijen) programu ANNOVAR, vyuzivaného v nasich
studiich, je k dispozici argument --aamatrixfile, k vyvolani skore GRANTHAM, nebo jakoukoli
jinou matici substituce aminokyselin pro nesynonymni varianty v anotaci zalozené na genu. Napf.
do vystupu je ptidan zapis AAMatrix=43, ktery oznacuje, ze zména R->Q ma GRANTHAM skoére
43 a vyjadiuje tak Skodlivost zamény (Garcia et al. 2022).

LRT

LRT (Test (Test) Poméru (Ratio) Pravdépodobnosti (Likelihood)) se koncepcné odlisSuje od
ostatnich srovnévacich genomickych metod. Obecné LRT piedstavuje statisticky test shody dvou
na urcity soubor dat hodi vyrazné Iépe. VSechny piedchozi metody urené k identifikaci
Skodlivych mutaci se spoléhaji na heuristické postupy k rozliSeni mist v proteinu, ktera jsou
konzervovand, od téch, kterd konzervovana nejsou. Toho se dosdhne vybérem sekvenci, které
nejsou piili§ blizce nebo pfili§ vzdalené piibuzné se sekvenci, kterd je predmétem zajmu, a
porovnanim stupné zachovani v misté zajmu s jinymi misty v proteinu. Vyhodou tohoto pfistupu
je, ze se nevyzaduje fylogeneticky vztah a evolu¢ni vzdalenost mezi sekvencemi. Tento pfistup
ma vSak i svd omezeni, protoZe nerozliSuje mezi vzdalené ptibuznymi proteiny, které jsou vysoce
konzervované, a blizce ptibuznymi proteiny, které se rychle vyvijely. Ackoli 1ze vzdy vybrat
proteiny, které vykazuji pozadovany stupeit podobnosti, je pravdépodobné&jsi, ze u vzdalené
ptibuznych proteind doslo ke kompenzacnim zménam (Ng a Henikoff 2006). Oproti tomu LRT
byl navrZen tak, aby explicitné modeloval fylogenetické vztahy pomoci pravdépodobnostniho
ramce a minimalizoval kompenza¢ni zmény, které jsou povazovany za bézné a mohou zptisobit
faleSn€ negativni vysledky, a to pouZitim blizce ptibuznych druhli obratlovci: savet, kuftat, Zab a
ryb. LRT se také odliSuje od jinych srovnavacich genomickych metod tim, ze vSechny zmény
aminokyselin jsou povaZovany za stejné, misto aby se radikdlni a konzervativni zmény
aminokyselin vazily rozdilng. Ackoli se ocekava, sniZzeni sily predikce LRT, empiricky je mira

faleSn€ pozitivnich 1 faleSné negativnich vysledkiit LRT niz§i u radikdlnich zmén oproti
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konzervativnim zménam aminokyselin. To mize byt disledkem toho, ze geneticky kod a dalsi
mutacni parametry koreluji s pomérem radikalnich a konzervativnich zmén aminokyselin (Chun
a Fay 2009). Kdyz vyvojaii LRT porovnavali SIFT a PolyPhen s jejich testem poméru
pravdépodobnosti (LRT) pfi hodnoceni 3 lidskych genomi zjistili, ze 76 % variant bylo
ptedpovézeno jako Skodlivé pouze jednim ndstrojem, a jenom 5 % variant bylo oznaceno za
Skodlivé vSemi tfemi nastroji. V piipad¢ striktniho konsensu pro interpretaci predikce za pouziti
téchto nastrojii, tak dochazi k vysoké eliminaci predpovézenych variant povazovanych za

Skodlivé.

MutationAssessor

Vyvoj této metody byl zaloZen na fenomenologické analyze, ktera ziskavé informace ze zarovnani
proteinovych rodin velkého poctu homologickych sekvenci seskupenych do zarovnanych soubor
rodin a pod-rodin a vyuziva 3D struktury sekvenc¢nich homologii. Evolu¢ni analyza v tomto
pripad¢ predstavuje mocny nastroj, kdy ptirozeny vybér urcité sekvenéni varianty odrazi souhrnny
ucinek molekularnich zmén na fyziologii bunék, tkani a organti k ptedpovédi funkéniho dopadu
mutaci obecné a zejména u nadorovych onemocnéni napt. dodateCnym vyuzitim dat z databaze
COSMIC (Reva et al. 2011). Nedostatek dat (3D struktury a komplexy) a ptfesnych piistupt pro
de novo modelovani struktury a funkce proteinti na molekularni urovni jsou znamou limitaci, ktera

je zde kompenzovana jiz zminénych srovnani sekvenci (Liu et al. 2022).

PROVEAN

Analyzator vlivu variaci na proteiny (PROVEAN) vypocitava funkéni dasledky zamény jedné
aminokyseliny na protein (Choi et al. 2012). PROVEAN kategorizuje mutace jako Skodlivé nebo
neutrdlni. Mutace ze skore PROVEAN < -2.5 je Skodlivé, zatimco mutace se skore > -2,5 jsou
povazovany za neutralni. Webovy server PROVEAN se sklada ze tfi nastrojii: PROVEAN Protein
(zahrnuje vSechny druhy), PROVEAN Protein Batch a PROVEAN Genome Variants (konkrétné
pro mys a ¢loveéka). Nastroj PROVEAN Protein Batch vraci také vysledek nastroje SIFT a muze
zpracovavat velké mnozstvi proteinovych variant. Vstup pro tento program piebird zdménu
aminokyselin a podporuje identifikatory proteint z vefejné domény z NCBI RefSeq, UniProt a

Ensembl.
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pracuje na zakladé¢ sekvencni homologie a podobnosti fyzikalné-chemickych vlastnosti
aminokyselin. V ptipadech, kde je aminokyselina v urcité pozici vysoce konzervovana, je jeji
zdmeéna vyhodnocena jako intolerantni, naopak pfi niz§im stupni je zaména spise tolerovana
(Kumar et al. 2009). Vysledkem je skore, které urcuje pravdépodobnost, Ze je zména je tolerovana,
tudiz vysledky blize k nule pfedstavuji negativni vliv dané zamény. Varianty s hodnotami > 0,05

jsou oznacovany za patogenni, ostatni za tolerované.

2.5.2.2. Strukturni algoritmy

Krom¢ primdrni struktury proteinu je pro jeho normalni funkci zasadni také skladani a stabilita.
Prvni poznatky o variantach, které ovlivnuji strukturu bilkovin a vedou k aberantnim fenotyptim,
lze datovat do 50. let 20. stoleti, kdy byla objevena zaména aminokyselin u molekuly
hemoglobinu, kterd zpiisobuje srpkovitou anémii (Ingram 1957). Od té doby byly popsany tisice
mutaci (Giardine et al. 2014), které ovliviiuji zvySeni funkce (Jones et al. 1979) nebo sniZeni
afinity ke kysliku (Bonaventura a Riggs 1968), stabilitu (Martinez et al. 1977) a konformaci (Moo-
Penn et al. 1988) hemoglobinu.

Obecné nesynonymni varianty ovliviiuji expresi proteinu (Haraksingh a Snyder 2013),
posttransla¢ni modifikace (Kim et al. 2015) nebo vazebnou afinitu vcetné farmakogenomickych
cilli (Morningstar-Kywi et al. 2021) a lékové rezistence (Pires et al. 2017). Odhadem piiblizné 75
% variant zpasobujicich onemocnéni vede pfimo k destabilizaci proteinu, ¢imz se stabilita
proteinu stava hlavnim faktorem pfispivajicim k patologii onemocnéni, zatimco asi 7 % variant
ma také funkéni Glohu (Yue et al. 2005; 2014). Ve srovnani s polymorfismy ovliviiuji mutace
zpusobujici onemocnéni pievazn€ centralni Cast proteinu, zatimco ~70 % se nachazi ve
strukturnich a funkéné€ nezbytnych oblastech (Sunyaev et al. 1999; Beer et al. 2013). Protein-
proteinova rozhrani jsou horkymi misty tzv. hot spots pro nsSNVs zplisobujici onemocnéni (David
et al. 2012; Petukh et al. 2015). Vliv nsSNV na stabilitu proteinu se obvykle odhaduje vypoctem
zmény Gibbsovy volné energie (AAGY), ktera je vysledkem zdmény aminokyseliny. Fyzikalni
energeticka funkce, statistickd potencialni funkce a empiricky definovana potencialni funkce jsou
tii typy metodik vypoctu energie. Vzhledem k tomu, ze prvni funkce je vypocetné narocna, jsou
Castéji vyuzivany posledni dv€. Predikce stability proteini zaloZené na struktuie se prfisuzuji
pfedev§im empirickym potencialim, které integruji s fyzikalni a statistickou sloZkou energie

souvisejici se strukturou (Guerois et al. 2002). Ptikladem néstroje vyuzivajici techniky ML je
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proteinu (Dehouck et al. 2009).

2.5.2.3. Metody strojového uceni (Machine Learning, ML)

Pristupy této kategorie zohlednuji jak dfive popsanou homologni sekvenci, tak informace o
struktuie proteinu. Predikce vyuzivaji kombinaci informaci o homologické sekvenci (napf.
konzervativni skore) a strukturnich vlastnosti, jako jsou hydropatie, polarita, torsni uhly a
elektrostatické interakce. Navic doplnéné o energetické vlastnosti a biochemické vlastnosti, jako
je plocha rozhrani pfistupnd rozpoustédlu (Kulshreshtha et al. 2016). Tyto rysy se nékdy
transformuji nebo vybiraji pro trénovani modelu a poté jsou vyskoleny k rozliSovani mezi
znamymi funkén€ Skodlivymi variantami (pozitivni soubor) a pravdépodobné neutrdlnimi
variantami (negativni kontrolni soubor).

Do kone¢ného modelu jsou nékdy zahrnuty i stovky ryst, coz dale komplikuje srovnani napfti¢
prediktory. Z algoritmického hlediska se v predikcich s vice rysy bézné pouzivaji ptistupy ML
pod dohledem, vcéetné SVM (Calabrese et al. 2009; Li et al. 2009), naivniho Bayesova
klasifikatoru (Adzhubei et al. 2010), neuronové sit€¢ (NN) (Hecht et al. 2015), Random Forest
(Carter et al. 2013; Niroula a Vihinen 2017) a regrese ,,boosted tree regression* naptiklad pro
nastroj ENTPRISE (Zhou et al. 2016). Vyhody a nevyhody prediktorti se odvijeji od zvolenych
modelil a nasledné kvality primarnich dat pouzitych k trénovani a validaci modelti. Obrazek 2—4
znéazornuje fadu vyzkumnych koncepci. ,,Proces ziskavani dat je rozdélen do n€kolika kroki: (1)
vybér databaze podle ucelu vyzkumu; (2) extrakce a integrace dat, v€etné staZzeni pozadovanych
dat a kombinace dat z vice zdroji; (3) ¢isténi a transformace dat, véetné odstranéni nespravnych
udajii, doplnéni chybéjicich udaji, vytvofeni novych proménnych, konverze formétu dat a
zajisténi konzistence dat; (4) dolovani dat, zahrnujici extrakci implicitnich vztahovych modeli
prostiednictvim tradicni statistiky nebo ML; (5) vyhodnoceni vzori, které se zaméfuje na
parametry platnosti a hodnoty vztahovych modelti extrahovanych dat; a (6) vyhodnoceni
vysledkl, zahrnujici pfevod extrahovaného modelu vztahli mezi daty a daty do srozumitelnych
znalosti zpfistupnénych vetejnosti“ (Wu et al. 2021). Uceni bez dozoru, znamé také jako strojové
uceni bez dozoru, vyuziva algoritmy strojového uceni k analyze a shlukovani soubort
neoznacenych dat. Tyto algoritmy odhaluji skryté vzory nebo seskupeni dat bez nutnosti lidského
zasahu. Diky své schopnosti odhalovat podobnosti a rozdily v informacich jsou idedlnim feSenim

pro prizkumnou analyzu objemnych dat.
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Obrazek 2—4 Prehled zakladniho rozdéleni modeli strojového uceni (Wu et al. 2021)

Metaprediktory

Metaprediktory jsou nastroje, které¢ provadéji predikci integraci vysledkd jiz existujicich
prediktorti. Zakladni mySlenkou metaprediktori je vyuzit potencialni komplementarni vykonnosti
vybranych prediktort pfi klasifikaci variant. Kazdy prediktor ma svou vlastni metriku a stupnici,
coz ztézuje porovnavani vice prediktord a brani jejich souasnému pouziti (Tian et al. 2019).
Pokud jde o metaprediktory, existuji v porovnani s vySe uvedenymi sekven¢nimi a strukturalnimi
algoritmy dvé vylepSeni. Za prvé, poskytuji komplexni hodnoceni vybranych jiz existujicich
nastrojii (Liu et al. 2022). Za druhé, maji vlastni zplisob interpretace skore z vybranych nastroja,
a to transformaci na srovnatelnou Skalu jako je normalizované skore (Bendl et al. 2016) nebo
binarni hodnoty (Gonzalez-Pérez a Lopez-Bigas 2011). Kromé toho jsou metaprediktory schopny
celkové zlepsit predik¢éni vykon coz umoziiuje vyhnout se zkresleni a generalizaci jednotlivymi
prediktory (Kircher et al. 2014). Pokud jde o chybé&jici hodnoty predikce, kde ¢astecné jiz nékteré
existujici nastroje selhavaji, metaprediktory pomoci imputace poskytuji Skodlivé/neutralni mezni

hodnoty jako napt. u nastroje Meta-SNP (Capriotti et al. 2013), primérného skore v CADD
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(Kircher et al. 2014) a DANN (Quang et al. 2015), fixniho skére (Quinodoz et al. 2022),
maximalniho patogenniho skore v prediktoru M-CAP (Jagadeesh et al. 2016) nebo flexibilni
imputace pomoci primérné hodnoty k-nejblizSich sousedi (Ioannidis et al. 2016) v néstroji
REVEL. V piipad¢ nastroje M-CAP, ale naSe preliminarni studie vzacnych variant odhalila
vyznamné mnozstvi chybéjicich hodnot predikce pro nsSNVs oproti jinym néstrojim. M-CAP

nebyl proto pouzity do studie proveditelnosti.

DalSim z nastroji, ktery integruje skore n¢kolika prediktort najednou je napt. Imhotep (Knecht et
al. 2017). Zde bylo sjednoceno devét popularnich predikénich nastroji (PolyPhen2, SNPs&GO,
MutPred, SIFT, MutationTaster2, MutationAssessor a FATHMM, jakoz i Granthamovo skore a
PhyloP) do jediného prediktoru. Optimalni kombinace téchto nastroji byla vybrana pomoci Siroké
Skaly statistickych modelovacich technik, pficemz se vychazelo z 10029 jednonukleotidovych
variant (SNV) z Human Gene Mutation Database ve vztahu k nemocim a 10002 domnéle
"benignich" nesynonymnich SNV z UCSC (The University of California Santa Cruz, Genome
Browser database). Bylo zjisténo, ze prediktivni vykonnost se vyrazné zlepsila integraci modeld,
zatimco maximalni prediktivni schopnosti bylo dosazeno pomoci algoritmu Random Forest,
rozhodovaciho stromu (Decision Tree) nebo logistické regresni analyzy. Dale bylo zjisténo, ze
kombinace nastrojii PolyPhen-2, SNPs&GO, MutPred, MutationTaster2 a FATHMM ma stejnou
vykonnost jako vSechny nastroje dohromady. Dalsi zajimavé zjisténi dilezité pro zvoleni
adekvatnich prediktorti v nasi studii, uc€inili autofi tohoto ndastroje pfi testovani vykonnosti
jednotlivych integrovanych nastrojl, a to konkrétné zminéného Granthamovo skore, vyuZitého 1
pro Ucely predikce vzacnych farmakogenomickych variant jiné studie (Kozyra et al. 2017).
Granthamovo skore prokdzalo horsi vykonnost nez ostatni néstroje. Toto skore bylo totiZ vyvinuto
téméet pred 50 lety, kdy piivodné nebylo urCeno ke klasifikaci patogennich variant, ale ke
zkoumani evoluce proteinli (Grantham 1974). Nicméné&, vzhledem k tomu, ze Granthamovo skore
kvantifikuje biochemicky rozdil mezi dvéma aminokyselinami z hlediska jejich slozeni, polarity
a molekularniho objemu, lze ptedpokladat, ze skére odrazi i funkéni dopad nsSNVs. VSechny
ostatni nastroje uvazované i v nasi studii pro predikci navic vyuzivaji dal$i informace, jako je
sekundarni struktura nebo evolu¢ni zachovani, pficemz hlavné ty druhé jmenované jsou
prediktivni (Ng a Henikoff 2003). Zda se pravdépodobné, Ze nedostatek téchto informaci je
hlavnim divodem slabé prediktivni vykonnosti Granthamova skore. Navic autofi Granthamova
skére pouzili mezni hodnotu pro binarni klasifikaci, kterd byl doporucen jiz pied nékolika

desetiletimi (Li et al. 1984). Granthamovo skdre je ve vyzkumu nadéle aplikovano i pfes jeho
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pomérnou jednoduchost. Recentni studie z roku 2022 (Gonzalez-del Pozo et al. 2022) vyuzila
tohoto néstroje v kombinaci s ostatnimi 13 Casto uzivanymi ndstroji za soucasné optimalizace
prahové hodnoty k urCeni predikce patogenity. Tréninkova kohorta panelového sekvenovani
obsahovala kuratorska data od 209 geneticky diagnostikovanych jedinct s IRD (inherited retinal
dystrophies). Optimalni kombinace nastroju, které byly diive ovéteny u dalsich 50 jedinct s IRD,
byly testovany také u pacientli s dédicnym nadorovym onemocnénim (n = 109) a s neurologickym
onemocnénim (n = 47). Statisticka analyza ukazala, ze optimalni kombinace filtrovani zahrnovala
nastroje CADDv1.6, MAPP, Grantham a SIFT a umoznila identifikovat jednu homozygotni
variantu v kandidatnim genu CFAP20 (c.337 C > T; p.Argl13Trp) konzervovaném cilidrnim
genu, ktery byl abundantné exprimovan v lidské sitnici a nachazel se ve vrstvé fotoreceptorti
(Gonzalez-del Pozo et al. 2022).

Dalsim casto aplikovanym metaprediktorem je Meta-SVM jehoz prakticka vyuzitelnost byla
testovana 1 na omickych datech karcinomu prsu. Vysledkem byla identifikace soubori genil
konzistentné spojenych s onemocnénimi napfi¢ studiemi. Zejména bylo zjisténo, Ze zjiStény
soubor gentl z omickych dat TCGA je vyznamn¢ obohacen o drahy ABC transportérd, které jsou
dobfe znamy jako kritické pro mechanismus vzniku karcinomu prsu mnoha ohledech. Tohoto
faktu doklada i fada studii z laboratote Skolitele predkladané prace, kdy napt. ABCCS a ABCC11
korelovali s progresi a odpovédi na 1é¢bu u pacientek s nddorem prsu (Kim et al. 2017; Hlavac et
al. 2013). MetaSVM/LR prediktor byl rovnéz aplikovan u obou naSich studii jak pro Casté, tak

vzacné¢ varianty (Hlavac et al. 2018; Kovacova et al. 2024).

CADD

CADD akronym pro Combined Annotation Dependent Depletion, je schopen vyhodnotit riziko
substituce 1 v nekddujicich oblastech, jelikoZ netolerantni zamény nejsou omezeny pouze na
exomové sekvence genil (Kircher et al. 2014). Piestoze existuje mnoho nastrojii pro anotaci a
skérovani variant, vétSina anotaci vyuziva jeden typ informace (napf. zachovani) a/nebo ma
omezeny rozsah (napf. na nesynonymni zmény). CADD je ramec, ktery integruje vice anotaci do
jedné metriky tim, ze porovndva varianty, které prosli pfirozenym vybérem se simulovanymi
mutacemi. Skére CADD je zaloZeno na rtiznych genomickych vlastnostech odvozenych z
kontextu okolnich sekvenci, anotaci genovych modelii, evolu¢nich omezeni, epigenetickych
méteni a funkénich predpovédi. Pro kazdou variantu jsou vSechny tyto anotace integrovany do
jediného skore CADD pomoci modelu strojového uceni s dohledem a algoritmem logistické

regrese. Pro lep$i interpretaci jsou transformovany do potadi tzv. PHRED skore (tj. logaritmicka
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skala) pro priblizné vSech 9 miliard potencialnich SNV celého genomu, tedy souboru vsech tii
nereferencnich alel na kazdé pozici referencni sestavy (Rentzsch et al. 2019). Skore
,»CADD phred* bylo vyuzito k predikci ¢astych a vzacnych variant studii predkladané prace. Na
rozdil jinych prediktorit CADD nebyl trénovan na relativn¢ omezeném poctu genomovych variant,
u nichz je "zndm" patogenni nebo benigni stav. CADD byl postaven na vétsi trénovaci sadé
variant, které vznikly a ptetrvaly napfi¢ vyvoje od posledniho ptedka ¢lovéka a opice, a protoze
pretrvaly miliony let navzdory purifikacni selekce, lze je vétSinou povazovat za benigni nebo
neutralni. CADD prediktor byl integrovan mezi predikce strojového uceni nasi studie pro vzacné

varianty (Kovacova et al. 2024).

REVEL

REVEL je ansdmblova metoda vyvinuta pro hodnoceni vzicnych nesynonymnich variant.
Patogenita je vyhodnocena na zdkladé¢ kombinace skoére z 13 jednotlivych nastroji: MutPred,
FATHMM v2.3, VEST 3.0, PolyPhen-2, SIFT, PROVEAN, MutationAssessor, MutationTaster,
LRT, GERP++, SiPhy, phyloP a phastCons. REVEL byl vycvi¢en pomoci nedavno objevenych
patogennich a vzacnych neutralnich nesynonymnich variant, s vyjimkou téch, které¢ byly diive
pouzity k tréninku jeho slozek. Skore REVEL pro jednotlivé nesynonymni varianty se miiZe
pohybovat v rozmezi od 0 do 1, pficemz vyssi skore odrazi vétsi pravdépodobnost, Ze varianta
zpusobuje onemocnéni. REVEL poskytuje predem vypoctené skore REVEL pro vSechny mozné
lidské nesynonymni varianty. Autoii demonstrovali, Z2 REVEL ma ve srovnani se stavajicimi
metodami trvale nejlepsi celkovy vykon, zejména pfi rozliSovani mutaci spojenych s onemocnéni
od neobvyklych neutralnich nesynonymnich variant s AF pod 3 % (loannidis et al. 2016). Skore

nastroje REVEL bylo aplikovéano k predikci vzacnych variant studie pfedkladané prace.

VEST

Nastroj VEST akronym pro Variant Effect Scoring Tool je metoda strojového uceni, kterd
pfedpovida funkéni vyznam nesynonymnich mutaci na zdkladé¢ pravdépodobnosti, ze jsou
Skodlivé (Carter et al. 2013; Douville et al. 2016). Metoda vyzaduje znacné znalosti
bioinformatiky, systému Linux a pfistupu k linuxovému serveru s velkou paméti. Nejaktualnéjsi
verzi je VEST 4.0 (ke dni 2.7.2023). VEST je pomérné nova metoda pro stanoveni priorit nsSSNVs
mutaci, které méni aktivitu proteini. VEST pouziva algoritmus strojového uceni pod dohledem
(Random Forest) k identifikaci pravdépodobnych funkénich nsSNVs mutaci. Tréninkovou sadou

je pozitivni tfida nsSNVs z databaze mutaci lidskych gent a negativni tfida Castych nsSNVs
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detekovanych v databazi v populaci projektu sekvenovani exomu, Exome Sequencing Project
(ESP). Frekvence alel 1 % nebo vyssi byla povaZzovana za €astou (béZnou) pro vyvoj této metody.
Vsechny mutace jsou popsany souborem 86 kvantitativnich znakt. Ackoli je tréninkova sada
VEST urc¢ena k identifikaci nsSNVs, které méni aktivitu proteinu, jeho konstrukce zahrnuje
dodate¢ny kontext selektivniho rozdilu mezi nemocemi a Castymi variantami. Nastroj VEST byl
vytvofen za ucelem identifikace kauzalnich genti, kdy se zkombinovali p-hodnoty pro vSechny
mutace podle genil a napti¢ v§emi geny exomu vSech onemocnéni, k vytvoreni statistiky na urovni
gend. Dle vyvojari by mélo byt mozné identifikovat tzv. kauzalni geny na zékladé obohaceni o
funk¢ni geny, mutaci napii¢ exony onemocnéni, aniz by bylo nutné odfiltrovat bézné varianty.
Tento ptistup k prioritizaci genil se 1i$i od soucasnych statistickych metod pro testovani genové
zatéze v tom, ze nevyzaduje kontrolni populaci, ackoli pokud je k dispozici je uzitecnad pro
eliminaci gent, které jsou vyznamné jako artefakty vysledku sekvenovani (Luo et al. 2011;
Zeggini 2011). Skére nastroje VEST3 bylo vyuzito k predikci vzacnych variant studie

predkladané prace.

2.5.24. Prediktory nekodujici a regulaéni ¢asti genii

Prevazna vétSina zarode¢nych variant se vyskytuje v nekodujici ¢asti genomu a pomérove jen
pouze mala ¢ast z nich je povazovana za funk¢ni. Vice diikazl vSak naznacuje, ze varianty DNA
mimo oblasti genomu koédujici proteiny (zde oznacované jako nekddujici varianty) ovliviluji lidské
fenotypy, vcetné onkologickych onemocnéni ¢i odpovedi na 1écbu (Schipper a Posthuma 2022).
Sekvenovani celého genomu (WGS) vyrazné zvysilo schopnost odhalit genetickou variabilitu 1 v
nekodujicich oblastech, ktera se Casto podili na regulaci genti. Aby bylo mozné tyto nekodujici
varianty systematicky studovat a posoudit jejich funkéni/patogenni potencial, je nutna dikladna
anotace a urCeni regulacnich oblasti. Nékteré piiklady anotace nekodujicich oblasti zahrnuji
promotory, enhancery, dlouhé nekodujici RNA, mista startu transkripce, vazebnd mista
transkripCnich faktori, regulacni sekvence, vlastnosti ptistupnosti chromatinu a vzorce modifikace
histontl a mista citliva k hydrolytickému §tépeni enzymem deoxyribonukleazou (DN4aza) I. Pro
lepsi pochopeni architektury nekodujiciho genomu je k dispozici nékolik konsorcii obdobné jako
u kddujicich variant popsanych vyse.

Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE Project Consortium 2012) a NIH Roadmap
Epigenomics Mapping Consortium (Bernstein et al. 2010) jsou zaméfené na charakterizaci
histonovych modifikaci a pfistupnosti DNA na zéklad¢ Siroké Skaly testli u 127 typi bunék. Vliv

variant na pfedpokladané motivy vazebnych mist transkripcnich faktorti (TFBS) 1ze odhadnout
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pomoci pozi¢né vahovych matic (PWM) z dostupnych databazi, jako jsou naptiklad TRANSFAC
(Wingender et al. 1996) a JASPAR (Mathelier et al. 2014). Dale, projekt dlouhych nekodujicich
RNA (IncRNA) FANTOM, 6. edice (Functional ANnoTation Of the Mammalian genome
(Abugessaisa et al. 2020) a 4DGenome databaze chromatinovych interakci (Schaid et al. 2018).

Vyznam nekodujicich mutaci zistava celkové naroCnou oblasti genomiky nadorovych
onemocnéni. Data WGS jsou stale dostupnéjsi, zejména prostfednictvim TCGA (The Cancer
Genome Atlas) a ICGC (International Cancer Genome Consortium) konsorcii zminénych vyse,
coz podnécuje vice studii ve stylu pan-karcinomu, které hledaji vyznamné mutované regulacni
prvky.

Prekvapiveé vysoké zastoupeni nekodujicich variant se nachazi i ve farmakogenomické databazi
PharmGKB tvoficich 88 % ze zndmych vztahl mezi varianty a 1éCivy (tzv. variant-drug-
association, ,,VDA*). Mnoho nekddujicich variant se nachazi v regulacnich oblastech, jako je
promotor, 5’ nepieklddané oblasti (5'-UTR), intronové oblasti, 3" neptekladané oblasti (3'-UTR) a
mezigenové oblasti, které fidi sestfih gent, transkripci a translaci. Neni znamo, zda nekodujici
varianty piimo ovliviiuji funkei proteinu, expresi nebo jsou pfitomny v haplotypu, ktery zahrnuje
funkéné relevantni genetické varianty tzv. syntetickou asociaci (Park et al. 2020). Dickson
(Dickson et al. 2010) a kolegové definovali syntetickou asociaci jako asociaci genotypizovaného
spole¢ného markeru, ktery je vysledkem vice nepozorovanych nizkofrekvencnich kauzalnich
variant. Z pohledu farmakogenomiky, 1ze G€inky nekodujicich variant na reakce na léciva tedy
interpretovat jako potencialni dopad nekodujicich variant na funkéni aspekty kodujiciho genu. Ku
ptikladu nekodujici, zde ale Casté varianty v genu pro komplex epoxidreduktazu 1 vitaminu K
(VKORCT1) ovliviluji transkripci genu pies vazbu na transkripni misto a zplsobuji inhibici
aktivity VKORCI1 vyzadujici snizené davkovani warfarinu (Rieder et al. 2005; Flockhart et al.
2008). Déle pak nekodujici RNA (ncRNA) jako reguldtory na post-transkripéni irovni predstavuji
nové zdroje poznatkll s potencidlem piekonani chemorezistence u terapie FOLFOX tzn.,
kombinace kyseliny folinové (FOL), 5-fluorouracilu (F) a oxaliplatiny (OX)) (Hon et al. 2018).
Studie sledujici vySe zminénou syntetickou asociaci vyhodnotila zatéz nekodujicich VDA v
databazi PharmGKB pomoci Sesti riznych metod in silico (tj. SIFT, MutationTaster, PolyPhen-2
HDIV, PolyPhen-2 HVAR, phyloP a GERP++) u riiznych etnickych skupin a dle klasifika¢niho
systému 1éCiv dle terapeutické oblasti ATC (The Anatomical Therapeutic Chemical). Studie
prokazala vyznamnou korelaci mezi znamymi nekodujicim VDA (n = 2011) v PharmGKB s

funkéné relevantnim G¢inkem vzacnych a béznych kddujicich (nesynonymnich) variant a 3668
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farmakogent pro 5099 1é¢iv z databaze DrugBank (Park et al. 2020). Pouzité in silico metody vSak
byly vyvinuty pro hodnoceni hlavné kédujicich variant (nsSNVs), coz ¢aste¢né zpochybiuje
nalezené korelace ¢i nasledovani postupu zvolenych metod téchto autort ke splnéni prvniho cile

predkladané préce, ktery zahrnuje funkéni predikcei nekodujicich variant.

Nedéavna studie demonstrovala nékolik sestfihovych variant s dopadem na prognozu pieziti bez
onemocnéni u trojité¢ negativniho karcinomu prsu (Lianto et al. 2021). In silico néstroje pro
predikci variant ovliviiujicich sestfih zohlediiuji rizné aspekty mechanismu sestiihu, jez se
skladaji ze (i) sestfihovych signalt, véetné 5'/3" mista sestfihu a bodu rozvétveni; ii) regulacni
prvky sesttihu, tj. exonické/intronické zesilovace/silencery sestfihu; a iii) spliceozom a dalsi trans-
aktivni prvky, které se vazou na cis-aktivni prvky.

Obecné, dokonceni a regulace sestfihu se opird o slozité biochemické reakce mezi sekvencemi
nukleotidi tzv. cis-aktivnimi elementy a rGznymi véazajicimi bilkovinami tzv. trans-aktivni
elementy. Cis-aktivni elementy obsahuji 5' misto sestfihu (spojnice mezi exonem a intronem), 3'
sestfihové misto (spojnice mezi intronem a exonem), 3' sestfihové misto (spojnice mezi intronem
a exonem), bod vétveni (desitky nukleotidii pfed mistem 3’ sestfihu), exonické zesilovace sesttihu
(ESE), intronické zesilovade sestfihu, exonické sestfihové silencery, intronické sestfihové
silencery. Trans-aktivni prvky zahrnuji spliceozom. Kli¢ovym krokem sestiihu je lokalizace exon-
intronovych hranic zachycenim sestfithovych signalli obsazenych v pre-mRNA pomoci
spliceozomu. Rozsahla srovnani sekvenci na hranicich exonti a intronti odhalily klicové sestfihové
signaly, které jsou tvofeny jak pfitomnosti téméf neménnych mist GT-AG (prvni a posledni dvé
mista intronu), tak méné sekvenéné konzervovanych mist v blizkosti téchto hranic nazvanych 5" a
3’ konsensni sekvence sestfihu. V jednotlivych genech se kone¢ny produkt sestiihu mtze lisit v
diisledku alternativniho sestiihu s vysledkem rtiznych sekvenci proteint bez skodlivych ucinka na
jeho funkce. Disledkem alternativniho sestfihu miZe byt vynechani exonu (tzv. exon skipping),
pouziti odliSnych 5" nebo 3’ sestfihovych mist (alternativni 5’ nebo 3’ sestfihova mista), zachovani
jednoho ze dvou exontl, nebo zachovani intronu. U lidskych genti je Casty alternativni sestiih, ktery
diverzifikuje genovou expresi (napf. v riznych tkdnich). Mutace v mistech sestfihu mohou také
modifikovat vzorce sestfihu Skodlivym zptsobem. Napiiklad, mutované misto sestfihu miize
narusit autenticky exon-intron a tim zmé&nit vazebné misto splicezomu, coz vede k aberantnimu

sestfihu (Jian et al. 2014).
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VétSina nastrojti vyzaduje zadani jedné nebo vice sekvenci s urCenim nebo bez urCeni exon-
intronovych hranic. Spole¢nym rysem obou formatl je poskytnout nastroji tzv. sekvence kolem
mista sestfihu (bud’ ru¢n€, nebo automaticky, coz naznacuje, ze predpovéd’ dané mutace zavisi
pouze na samotném kontextu sekvence, bez ohledu na to, ktery néstroj je zvolen. Ve skute¢nosti
hlavni rozdily mezi nastroji jsou konsenzualni sekvence, které pouzivaji pro porovnavani se
vstupnimi sekvencemi, pouzité statistické modely pro toto porovnavani, a metody trénovani
implementované v piistupech strojového uceni. Vétsina téchto metod, véetné CADD, GWAVA a
FATHMM-MKL pouziva algoritmy strojového uceni. Pfestoze ptistup strojového uceni je vysoce
automaticky, jeho nevyhoda je stejn¢ ziejma jako jeho vyhoda, a tou je nadmérné piizptisobeni
(tzv. overfitting) popsand pro nastroje kodujicich oblasti nize. Pokud je pro klasifikator zvoleno
ptiliS mnoho parametri v trénovacim souboru vzhledem k poctu piikladl, zobecnéni bude
pravdépodobné nizké. To znamend, Ze pii pouziti nadmérné prizptisobené neuronové sité¢ nebo
stroje s podptirnymi vektory k pfedpovidani nezndmych mist sestiihu, nemusi byt optimalizované
kritérium vhodné. Piikladem jsou GWAVA a deltaSVM, které¢ vyzaduji trénovaci soubor
funk¢nich 1 nefunkénich prikladd. Kvalitnich a zejména experimentalné ovefenych trénovacich
datovych sad pro nekddujici varianty je vSak stale velmi malo a jsou netiplné, coz omezuje presnost
predikce. Druhou nevyhodou je, Ze mnoho existujicich skérovacich metod globalné slucuje
anotace napti¢ mnoha riznymi typy buné€k, coz ignoruje pozorovani, ze regulacni prvky mohou
fungovat velmi specifickym zpiisobem pro dany typ bunék. Navic vétSina metod, které umoznuji
analyzu specifickou pro dany bunécny typ, jako je deltaSVM, tak ¢ini omezenim svych anotac¢nich
zdrojii nebo trénovaciho souboru pouze na zajmovy bunécny typ. Tento piistup ma nckolik
nevyhod. Zaprvé jsou ignorovany potencialné informativni anotace z podobnych typt bunék, coz
muZe snizit statistickou silu. Za druhé, pokud neni znam spravny typ buiky, miZze zaméteni
analyzy na predem definovany typ bunky vést k vysledkiim, které¢ nemaji vypovidaci hodnotu o
zakladni biologii. V neposledni fadé€ je na uZivatele kladena velka vypocetni zatéz, protoze kromé
spusténi skorovaci metody musi poskytnout anotace a trénovaci data z bunéénych typt, které je
zajimaji (Bodea et al. 2018). Pfestoze vétSina genomickych oblasti je jiz nyni anotovana
mnozstvim epigenetickych prvki, problémem zlstava vyvodit z té€chto anotaci smysluplné zavéry,

zejména proto, Ze data jsou vysoce dimenziondlni a mnoho epigenetickych prvki je korelovanych.

Pro bioinformatiky, kteti maji obvykle k dispozici velké mnoZstvi variant k anotaci a predikci, je

vhodny nastroj, ktery dokaze provadét "batch" analyzu tzv. analyzu v Sarzich (napt. MaxEntScan
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a SplicePredictor maji tuto moznost). Idealnim pfistupem je platforma s obsahem nékolika
nastroju a populac¢nich dat, jak je tomu u dbNSFP a VEP.

Pfi vybirani nastrojii do nasich studii sehréalo toto kritérium jednu z nevyssich priorit. dbNSFP
v3.0. obsahuje 82,832,027 nsSNVs a ssSNVs, 24 néstroju pro funk¢ni predikci a skore konzervace

a fadi se mezi jedny z nejpouzivanéjsSich platforem.

dbNSFP (dbscSNV), VEP (TFBP), MaxEntScan, IW scoring framework, RegulomeDB a
TargetScan, PINES

dbscSNV

Pro vyvoj prediktoru dbscSNV bylo celkové zkoumano osm néstroji, poskytujicich rozhrani
ptikazového tadku s moznosti tzv. analyzy v Sarzich. Pozitivni skupina byla sestavena z
unikatnich scSNV ménicich sestiih 408 gent a ze tii databazi, napt. HGMD (jiz zminéna vyse),
SpliceDisease a pouzitim dvou ansdmblovych metod uc¢eni, AdaBoost a Random Forest. Pro dalsi
zlepseni predikéni vykonnosti byly k obéma modelim ptfidany dvé skoére zachovani
(phyloP46way placental a phyloP46way primate a dvé skore funkéni predikce celého genomu
(CADD raw a CADD phred. Ptidani téchto Ctyf skore dale zlepSilo oba modely s optimalni
senzitivitou a specificitou (nad 90%), coz vedlo vyznamnému zvySeni ve srovnani s jakoukoli
jinou hodnocenou metodou.

Vysledné skore predpovédi (ada score arf score) byly pfedem vypocteny pro vSechny potenciéalni
scSNV v lidském genomu na zéklad¢ RefSeq verze 62 a Ensembl verze 73. Ob¢ skore i
odpovidajici anota¢ni informace jsou navic automaticky zalenéné jako ptfipojend databaze s

nazvem dbscSNV do dbNSFP.

Spolehlivost predikce dbscSNV (Jian et al. 2014) autofi ovéfili na nezavislém testovacim souboru
a souboru onkologickych dat somatickych mutaci z databdze COSMIC. MutPred Splice (Mort et
al. 2014) poskytoval podobné skore pravdépodobnosti jako dbscSNV, ale pouze pro kédujici
varianty a jeho vykonnost na uvedené datové sad¢ nebyla uspokojiva (AUC = 0,715).

Platforma dbNSFP byla pouzita ve vSech naSich studiich vzhledem jeji vysoké efektivnosti a

neustale probihajicim aktualizacim vylepSujicim platformu.

VEP, Transcription Factor Binding Profile (TFBP)
Webova platforma poskytujici anotaci i nekddujicich variant obsahuje n€kolik atributii hodnoceni

vazebného profilu transkripénich faktort (TFBP) (McLaren et al. 2016). Konktrétné se jedna o
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relativni polohu odchylky v zarovnaném TFBP tzv. ,MOTIF POS*, déle ptiznak oznacujici, zda
varianta spadd do vysoce informacni pozice vazebného profilu transkripénich faktora
(HIGH_INF POS) a rozdil ve skore motivu referencni sekvence a sekvence varianty pro TFBP
(MOTIF_SCORE _CHANGE). Hodnoceni atributii vazebného profilu transkripénich faktorti v
platform¢ VEP nema velkou oporu v publikovanych datech. Vzhledem vSak jeho snadnému
vyuziti v jiz integrovanych vysledcich spolecné s ostatnimi nastroji a popula¢nimi daty, byl pouzit
pro svou informacni povahu v nasi studii Castych variant predkladané prace jako podpirny

prediktor.

Nexus IW, IW scoring framework

Nexus IW skore zaclenuje 11 nejcastéji pouzivanych funkénich anota¢nich metod a skérovacich
systémi pro genetické variace v nekodujicim genomu. Vyhodou téchto vazenych skérovacich
metod je, Ze se nespoléhaji na tzv. zlatou standardni tréninkovou sadu variant spojenych s
onemocnénim a domnéle benignich variant, kterd jsou Casto nepfesna a neprakticka pro rozsah
variant spojenych se studiemi k predikci synonymnich variant, které neméni sekvenci
aminokyselin, ale ovliviluji funkénost produktti genu (pferuSenim transkripénich procest,
modulaci sestfihu, zménou stability struktury messengerové RNA a ovlivnénim rychlosti
translace). Naptiklad nastroj SILVA k predikci synonymnich variant, byl vyskolen pouze na 33
experimentalné urcenych Skodlivych variantach a 785 domnéle neutrdlnich variantach, coz je
pfilis malo pro pfesné vyskoleni modelu (Zhou a Lauschke 2021). Pomoci nefizeného spektralniho
piistupu zaloZeného na kovarianci ryst, IW-Scoring selektivné spojuje n€které z téchto jedenacti
metod (tj. cely soubor nebo podmnoziny) do jediného "ansdmblového" algoritmu a poskytuje dvé
samostatnd, linearni, vazend, funkcni skorovaci schémata pro znamé a nové varianty. V
nezavislych testovacich souborech dat poskytuje IW-scoring konzistentné vysoce kvalitni a
stabilni vykon pfi rozliSovani funkéné vyznamnych variaci od ostatnich, zatimco metody, z nichz
se sklada, vykazuji nekonzistentni vykon. Vyvojafi néstroje ndsledné demonstrovali vysokou
vykonnost a uzite€nost IW-skorovani pii identifikaci a upfednostiiovani funkénich variant ve

studiich GWAS, kvantitativnich lokusii exprese (eQTL) a karcinomu (Wang et al. 2018a).

MaxEntScan

Dosud nejptesnéjsi aproximaci pro modelovani kratkych sekven¢nich motivil je pouZiti distribuce
maximalni entropie (MED). Ve srovnani s jinymi metodami je jedinym ptedpokladem MED
konzistence s vlastnostmi empirického rozdéleni odhadnutého z dostupnych dat. MED také

zohlediiuje zéavislosti mezi nesousednimi 1 sousednimi pozicemi. Namisto jediného modelu je
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MED ramcem s velkou flexibilitou pro generovani riznych modeli pouhou zménou sad omezeni.

Tento ptistup byl vyuzit u nastroje MaxEntScan (http://genes.mit.edu/burgelab/) (Jian et al. 2014).

Ve studii (Houdayer et al. 2012) vyhodnotili 6 in silico predikénich néstrojii s pouzitim 272 variant
neznamého vyznamu (tzv. VUS) v genech BRCA1 a BRCA2. Tyto varianty byly analyzovany in
silico a in vitro. Vysledkem byla kiivka operacni charakteristiky piijimace dale pouzita k
identifikaci optimalizované mezni hodnoty pro kazdy nastroj a k porovnani jejich prediktivni
vykonnost pro varianty v 5' a 3' konsenzuélnich oblastech (s vyjimkou mist GT-AG, protoze
vSechny mutace v mistech GT-AG ovliviiyji sesttih a byly uspesné ptedpovézeny vSemi nastroji).
Nastroj MaxEntScan, jehoz hlavnim cilem je pfedpovidat dopad mutaci v 5' a 3' sestiihovych
konsenzudlnich oblastech byl vyuZit i v nasi studii ¢astych variant (MAF > 5%).

Dalsim ptikladem néstroje, ktery kombinuje in silico ptedpovédi z programt SpliceSiteFinder-
like a MaxEntScan a vyuziva algoritmu logistické regrese je Splicing Prediction in Consensus
Elements (SPiCE) (Leman et al. 2018). Predik¢ni protokol SPiCE vsak vyuzil data pouze pro 11
riznych gent, véetné genlt BRCAI, BRCA2, CFTR a RHD k tréninku a ovéfeni a nebyl do nasi

bioinformatické analyzy zarazen.

RegulomeDB

Heuristicky bodovaci systém zalozeny na funkéni divéryhodnosti varianty. Kvantitativni
skoérovaci systém, ktery urCuje, zda se varianta nachdzi ve funkénim misté a pravdépodobné vede
k funkénimu dasledku, tj. ke zméné vazby transkripcniho faktoru a regulacnimu ucéinku genu.
Varianty se znamymi eQTL (tzv. eQTL-SNPs) tj., misty, které jsou asociovany s urovni
transkripce Cili ty, u nichZ byla prokazana souvislost s expresi (Breitling et al. 2008), nastroj
povazuje za nejpravdépodobnéji vyznamné a oznacuje je jako varianty kategorie 1. Podil vzacnych
(20 %), mén¢ Castych (30 %) a béznych (50 %) variant se v jednotlivych kategoriich kromé
kategorie 1 pfili§ neodliSuje. Kategorie 1, ktera vyZaduje informace eQTL, méa velmi malo
vzéacnych variant v diisledku zkresleni pfi vybéru kandidati za pouziti matic. V ramci kategorie 1
jsou v podkategoriich uvedeny dalsi anotace od nejjistéjsi (1a, ktera obsahuje vazbu TF, motiv pro
TF a stopu DNdazy) po nejméné jistou (1f, kterd obsahuje pouze vazbu TF nebo vrchol DNazy).
Dalsi kategorie predstavuji analogické anotace jako u kategorie 1, ale bez tidajii eQTL, a tedy bez
znamého ptimého vlivu na vazbu. Kategorie 2 (a-c) vykazuje ptimy dikaz vazby prostiednictvim
ChIP-seq a DNazy bud’ s odpovidajici PWM k faktoru ChIP-seq, nebo DNazovou stopou.
Kategorie 3(a-b) je povazovana za mén¢ jistou v ovlivnéni vazby vzhledem k netipIlnému souboru

diikkazl. Tato mista maji dikaz ChIP-seq pfipadné motiv, ktery odpovida udajim ChIP-seq, ale
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z4dny dikaz DNazy, nebo diikaz DNazy a jakykoli jiny motiv. Posledni kategorie 4-6 postradaji
dikazy o tom, Ze varianta skutecn¢ naruSuje misto vazby. Patifi sem diikkaz DNazy a ChIP-seq
(kategorie 4), dikaz DNazy nebo ChIP-seq (kategorie 5) nebo jakakoli jednotliva anotace, ktera
nepatii do vyse uvedenych kategorii (kategorie 6) (Boyle et al. 2012). Prediktor RegulomeDB byl
vyuzity pro analyzu béznych nekodujicich variant a nekodujicich variant genu KIF14 ptedkladané

prace.

TargetScan, https://www.targetscan.org/vert 80/

Nastroj vyuzivajici analyzu piednostné konzervovanych motivli parovani miRNA v ramci 3'UTR
s naslednou identifikaci n¢kolika tfid pro cilovd mista. Nejucinnéj§imi kanonickymi typy mist,
uvedenymi v potadi podle klesajici preferencni zachovalosti a G¢innosti, jsou 8merové misto
(Watson-Crickova shoda s pozicemi miRNA 2-8 s naproti pozici 1, 7merové misto-m8 (shoda s
pozicemi 2-8) a 7merové misto-A1l (shoda s pozicemi2-7sAopozitnipozicil) (Lewis et al. 2005;
Brennecke et al. 2005; Krek et al. 2005; Agarwal et al. 2015). K fizeni produkce proteint se
miRNA vazou primarné na kanonicka mista. Na zaklad¢ téchto vysledkti Agarwal a kolegové
(Agarwal et al. 2015), vypracovali statisticky model, ktery ptfedpovida ucinky vazby miRNA na
kanonicka mista. Model zohledniuje 14 riznych vlastnosti miRNA, mista miRNA nebo mRNA —
véetné sekvence mRNA a byl vycvicen na datech ziskanych pouze z jednoho typu bunék.
Prediktor TargetScan byl aplikovan k pfedpovédi funkénosti mRNA castych variant predkladané

prace.

PINES

PINES akronym pro Phenotype-Informed Noncoding Element Scoring. PINES je Cdisté
epigeneticky pfistup zaloZeny na prioritizaci nekodujicich variant a nezahrnuje souhrnné statistiky
GWAS pifimo do svého skoérovaciho postupu. Hypotéza vyvoje PINES byla zalozena na
upfednostnéni nekodujicich variant, které maji vyznam pro konkrétni onemocnéni nebo znak, kdy
by méla zasadni integrace pfedchozich genomickych informaci o fenotypu zvysit spolehlivost
pfedpovédi. Tyto ptfedchozi informace mohou zahrnovat typy bunék, tkani, genli nebo drah
relevantnich pro fenotyp. Dale vyvojati predpokladali, ze pro ptedpovidani funkéni relevance
nekodujicich variant by mohlo byt pfinosné zohlednit obrovské mnoZstvi variant, u nichz dosud
nebyla anotovéna zadna funkce (varianty v pozadi), a pouzit je jako vychozi bod pro hledani
variant, které se od tohoto pozadi vyznamné odchyluji. Ackoli absence nahlaSenych funk¢nich

udajii nemusi nutn€ znamenat, Ze vSechny varianty v pozadi pochdzeji z nefunkénich mist, mize
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tato sbirka variant ptesto slouzit jako uzitecna reference, s niz Ize porovnavat jednotlivé varianty.
PINES se tak od vétSiny predchozich skorovacich nastroji odliSuje tim, Ze k systematickému
hodnoceni funkénich vlastnosti pouzivé netizeny pfistup. Konkrétné se k trénovani modelu PINES
nepouzivaji zadné sady variant v nastavenich bez vazeni a s ru¢nim vazenim. Pokud nejsou k
dispozici zadné informace relevantni pro fenotyp, PINES hodnoti jednotlivé varianty vyhradné
porovnanim s urovni pozadi (zminéného vyse) anotaci v celém genomu, pfi¢emz bere v tivahu
korelacni strukturu mezi anotacemi. Toto tzv. semi-supervisované nastaveni zadané varianty
pouzivaji pouze jako pomiicka pii vybéru anotacnich vah. Tento nastroj umoziuje fenotypoveé
zavislé bodovani nekodujicich variant, které lze pfizplisobit anotacim povazovanym za
nejvyznamngjsi pro zdjmovy fenotyp. Behem procesu bodovéni jsou témto anotacim pfifazeny
nejvyssi vahy, zatimco anotacim s nizsi relevanci pro dany fenotyp jsou vahy snizeny viz Obrazek
2—5 (Bodea et al. 2018).

Vyvojafi nastroje PINES pfedstavili inovativni pfistup, postaven na semi-supervizovaném
algoritmu, ktery obecné vyvazuje nedostatky metod strojového uceni bez a pod dozorem.
Dodate¢na moznost specifikace predikce pro jaterni tkan, jako hlavniho mista metabolismu 1é¢iv
byla dal$im dulezitym faktorem pro zafazeni tohoto nastroje k anotaci Castych (MAF > 5%)

nekodujicich variant predkladané prace (Hlavac et al. 2018).
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Obrazek 2—S5 schéma modelu predikce nekdodujicich variant nastroje PINES

2.5.3. Vybér vhodného(ych) prediktoru(ii) pro koncového uzivatele

Vzhledem k tomu, ze existuji desitky prediktord, stdva se vyber vhodného(ych) prediktoru(lt) pro
koncové uzivatele vyzvou. Hlavnim praktickym faktorem je Casto aplikace daného nastroje ve
smyslu ,,web-based* pristupu, kdy neni zapottebi bioinformatického vzdélani a kdédovani naproti
JiZ naroénému rozhrani piikazového fadku tzv. ,,command-based* ptistupu vyuzivajiciho zdkladni
anebo rozsifené znalosti kodovacich jazyki napt. Phyton, R anebo C++.

K prokézani vykonnosti modelu se ve studiich bézn¢ pouziva nékolik hodnoticich kritérii, jako je
citlivost, specifi¢nost, pozitivni prediktivni hodnota (PPV), negativni prediktivni hodnota (NPV),
presnost a Matthewstv korelacni koeficient (MCC) (Thusberg et al. 2011). Hodnoty citlivosti,
specifi¢nosti, PPV, NPV a piesnosti se pohybuji v rozmezi od 0 do 1, pficemz vyssi hodnoty
znamenaji lepsi vykonnost.

Pozitivni prediktivni hodnota (PPV) pfedstavuje podminénou pravdépodobnost, ze Skodlivé

varianty ve srovnavacich datech jsou vypocetni metodou spravné klasifikovany jako skodlivé. (ii)

47




Negativni prediktivni hodnota (NPV) ptedstavuje podminénou pravdépodobnost, Ze benigni
varianty ve srovnavacich datech jsou vypocetni metodou spravné klasifikovany jako benigni. (iii)
Falesn¢ negativni mira (FNR) pfedstavuje podil Skodlivych variant, které jsou nespravné
ptedpovézeny jako benigni varianty. (iv) Citlivost (oznaCovana také jako TPR) piedstavuje tzv.
podil Skodlivych variant ve srovnavacich datech, které jsou vypocetni metodou spravné
ptedpovézeny jako Skodlivé varianty. FNR a citlivost jsou parové miry, jejichz soucet = 100 %.
(v) Falesné pozitivni mira (FPR) pfedstavuje podil benignich variant ve srovnavacich datech, které
jsou vypocetni metodou nespravné piedpovézeny jako varianty Skodlivé. (vi) Specificnost
(oznacovana také jako mira pravé negativity) piedstavuje podil benignich variant ve srovnavacich
datech, které jsou vypocetni metodou spravné piedpovézeny jako benigni varianty. FPR a
specificita jsou parové miry, jejichz soucet = 100 %. (vii) Pfesnost ptedstavuje podil benignich
variant a Skodlivych variant ve srovnavacich datech, které jsou spravné pfedpovézeny jako benigni
varianty, resp. Skodlivé varianty. (viii) MCC ptedstavuje korelaéni koeficient mezi pozorovanou
a predpovézenou klasifikaci v rozmezi (-1 az 1). Koeficient 1 znamena tzv. dokonalou ptedpoveéd’,
0 znamena nahodnou ptedpovéd’ a (-1) znamena naprosty nesoulad mezi predpovédi a skuteénou
klasifikaci. (ix) Déle se Casto pouzivd vizualizatni méfeni, analyza operacnich charakteristik
ptijimace (ROC), ktera intuitivné€ porovnava plochu pod kiivkou ROC (AUC) pro vice prediktora
(Vihinen 2012). U neprotinajicich se kiivek naznacuje hodnota AUC bliZici se 1 lepsi celkovy
vykon, zatimco hodnota 0,5 znamena nahodnou a nepouzitelnou klasifikaci. Pro kazdou ROC je
AUC jedinou hodnotou, coZ snizuje sloZitost kiivky ROC. Obecné plati, Ze ¢im vyssi je AUC, tim
lepsi je vykon vypocetni metody. Nekteré z vySe uvedenych mér jsou odvozeny z parametrii
pravdivé pozitivity (TP), pravdivé negativity (TN), faleSné pozitivity (FP) a faleSné negativity
(FN), jak je uvedeno niZe (L1 et al. 2018; Qorri et al. 2022; Hassan et al. 2019b; Mueller et al.
2015; Vihinen 2012; Thusberg et al. 2011; Whalen et al. 2022) viz Rovnice 2—1 a Graf 2—3.
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Rovnice 2—1 pozitivni prediktivni hodnota (PPV), negativni prediktivni hodnota (NPV),
faleSné negativni mira (FNR), citlivost, faleSné pozitivni mira (FPR), specifi¢énost, presnost

a Matthewsiiv korela¢ni koeficient (MCC) prevzato z (Vihinen et al. 2012)

Graf 2—3 Mezni hodnota nastroje a pomér pravdépodobnosti Skodlivosti prevzato z

(Vihinen et al. 2012)

Nékolik studii porovnavalo ptesnost predikce sekvencnich (Balasubramanian et al. 2005; Mathe
et al. 2006) a strukturnich algoritmi (Bao a Cui 2005; Chan et al. 2007; Chao et al. 2008). Navic
existuji desitky srovnavacich studii o hodnoceni vykonnosti riznych vybranych néstroji pomoci
ruznych referen¢nich datovych sad (Chun a Fay 2009; Thusberg et al. 2011; Schwarz et al. 2010;
Wei et al. 2011). Zakladni vybér prediktoru pro studii by mél obecné nésledovat schéma niZe

Obrazek 2—o6.
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Obrazek 2—6 Schéma postupu adekvatniho vybéru in silico prediktoru (Cline a Karchin
2011)

Ptikladem je srovnani pro tii nastroje (SIFT, Align-GVGD a PolyPhen-2) vyuzité i v nasi studii
(Hicks et al. 2011), zamétfené na piesnost a vliv pouzitého zarovnani pii generovani predpoveédi

funk¢nosti jiz dobfe charakterizovanych nesynonymnich mutaci (n = 267) genit BRCA1, MSH2,
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MLH1 a TP53. Vysledek kiivky operac¢nich charakteristik pfijimace zalozenych na datech a
vyuzivajicich nativni zarovnani pro kazdy algoritmus byl v rozmezi 78-79 % (AUC) pro vSechny
Ctyfi algoritmy. Predpovédi algoritmu PolyPhen-2 byly nejméné zavislé na pouzitém zarovnani.
Naproti tomu algoritmus Align-GVGD ptedpovida vSechny varianty neutraln€, pokud je mu
poskytnuto zarovnani s velkym poctem sekvenci. Za zminku stoji, ze algoritmy provadéji rtizné
piredpovédi variant 1 pii poskytnuti stejného zarovnani a nemusi nutné¢ dosahovat nejlepsich
vysledku pfi pouziti vlastniho zarovnani.

Teoreticky by strukturalni prediktory popsany vyse mély potencialné poskytnout lepsi vhled do
mutacniho efektu nez prediktory zalozené na homolognich sekvencich, protoze jsou postaveny na
pfimém dopadu mutace na strukturu a funkci proteinu. Pravdou vsak je, Ze prediktory zaloZené na
proteinech jsou stale omezené kvili nevyvazenosti a vnitini variabilité termodynamickych dat a
jejich predikéni vykonnosti. Piestoze Protein Data Bank (PDB) obsahuje vice nez 50 000 zaznami
o lidskych proteinech, mnohé z nich jsou redundantni a pokryvaji pouze 70 % referen¢niho
lidského proteomu na Girovni sekvenéni identity vyS$si nez 30 %. Celkové tak techniky zalozené na
sekvenci za urcitych okolnosti piekonévaji néstroje pro predikci stability zalozené na struktufe
(Liu et al. 2022).

Kli¢ovym omezenim naproti tomu u metod strojového uceni s dozorem je spoléhani se na tvrzeni
o patogenité z existujicich databazi, které mohou byt nepfesné a neuplné. Nespravna klasifikace
trénovacich a testovacich variant zptisobujicich onemocnéni anebo neutralnich variant omezuje
piesnost metody predikce 1 vysledné odhady vykonnosti. Prekvapivé vysoka heterogenita a
nesoulad na zdkladé¢ implementované metody predikce byly demonstrovany na vysledcich
panelového sekvenovani pacientl s dilatacni kardiomyopatii ze studie INHERITANCE (842
nsSNVs objevenych u 639 pacientll), u kterych byla provéfena uplnd sekvence 76 geni
souvisejicich s kardiomyopatiemi (Mueller et al. 2015). Predikce pomoci 13 nastrojui pro funkéni
odhad patogenity nsSNV odhalila, Ze zndmé asociace s onemocnénim nebyly témito nastroji

identifikovany, coz omezuje piimou vyuzitelnost prediktort v klinické praxi.

Jiz v roce 2015 Grimm a kolegové (Grimm et al. 2015) podrobné¢ popsali dva potencialni zdroje
chyb pii vyvoji nastrojii pro predikci €ink variant, a to kruhovost neboli tzv. cirkularitu typu 1
a typu 2. Obé€ chyby postihuji jednotlivé predikéni nastroje a mohou se kumulovat v integracnich
piistupech, jako jsou vySe popsané metaprediktory. Cirkularita typu 1 (overfitting) se tyka
skute¢ného piekryvani trénovacich a testovacich dat, které by mohlo vést k ptili§ optimistickému

usudku o prediktivni vykonnosti daného néstroje, uvedeno na piikladu néstroje ReVe (spojeni
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dvou nastrojit REVEL a VEST). Aby autory pii vyvoji néstroje obesli cirkularitu typu 1, zahrnuli
pouze udaje HGMD, které byly do databaze ptidany po 1. lednu 2013, protoze zadny
z integrovanych nastrojii nepouzil pro vyvoj varianty z téchto dat. Pfiprava trénovaci sady
,benchmark data® se obdobn¢ jako u nastroje REVEL neobesla bez specifického vyfazeni
redundantnich variant k findlnimu a rovnomérnému rozdéleni benignich (2782) patogennich
variant (2098). Vykon nastroje byl rovnéz testovan na somatickych variantach nador pouzitim
dat u IARC TP53 databaze s obsahem 477 nefunk¢nich nesynonymnich variant a 537 funk¢nich
nesynonymnich variant. Vysledky studie 23 metod poukazali, ze n¢které vypocetni metody musi
pouzivat pfisnéjsi prahové hodnoty pro predpovidani Skodlivych somatickych nesynonymnich
mutaci. Obecné lze fici, Ze metody PROVEAN, SIFT a VEST3 vykazovaly nejvyssi pfesnost a
skore MCC (Li et al. 2018).

Cirkularita typu 2 se tyka vnitini tendence nékterych predik¢énich nastrojti ptedpovidat uc¢inek dané
varianty pfedevsim podle U€inku variant na stejny gen. Takové zkresleni mize vzniknout, pokud
jsou varianty v jednom a tomtéz genu s vétsi pravdépodobnosti zaznamenany pod stejnou funkéni
znackou v mutacnich databézich pouzivanych pro vyvoj nastroji. Proto v souboru dat variant, kde
jsou proteiny pouze s patogennimi nebo pouze s benignimi variantami (nevyvazeny soubor dat),
maji nekteré algoritmy tendenci dosahovat lepSich vysledkl nez v souboru dat, ktery ma stejny
pocet patogennich a benignich variant na gen (dokonale vyvazeny), i kdyz tomu tak z biologického
hlediska neni. Pfikladem takového nastroje je FATHMM (Ghosh et al. 2017; Grimm et al. 2015)
a nebyl proto samostatné vyuzit v naSich studiich nybrz jako relativné dilezita integrovana slozka
nastroje REVEL (loannidis et al. 2016) v predikci vzacnych variant druhé studie proveditelnosti.
Jendou z moZnosti je strategie vyb&ru variant, kdy vSechny varianty genu jsou pfifazeny ke
stejnému souboru dat, ¢imz zajisti témét rovnomeérné rozloZeni poctu variant na gen (Carter et al.
2013; Capriotti et al. 2006). Vzhledem rostouci k pfevaze pouzivani metaprediktord oproti
aplikacim zaloZenym na konkordanci v poslednich dvaceti letech bylo cilem dal$i recentni studie
z roku 2022 (Qorri et al. 2022) vyhodnotit a porovnat vykon deseti Siroce pouZivanych predikénich
algoritmi, vcetné osmi individualnich algoritmti (Polyphen-2-HumDiv, Polyphen- 2-HumVar,
SIFT, PMut, PROVEAN, PhD-SNP, SNPs&GO, a PANTHER-PSEP) a dva metaprediktory
(META-SNP a PredictSNP) pro 21 klinicky relevantnich genii, véetné BRCA1 a BRCA2. Na
hlavnim souboru dat, ktery se skladd ze 404 nesynonymnich variant, vysledky ukézaly, Ze
vykonnost predikcnich algoritmil se zna¢né lisi. Na zadkladé MCC a AUC vykazovaly SNPs&GO
a PMut konzistentné¢ celkoveé nadprimérnou vykonnost naptic riznymi datovymi sadami. VétSina

nastroji vykazovala vyssi citlivost a negativni prediktivni hodnoty na ukor niz8i specificity a
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pozitivnich prediktivnich hodnot. Autofi prokazali, ze typ 1 cirkularity vyznamné ovliviiuje
vykonnost téchto néstrojii, a pokud neni zohlednéna, muze zkreslovat vybér nejvykonnéjsich
algoritmt. Jako nejvykonngjsi predikéni algoritmy v souborech dat BRCAI byly urceny
PANTHER-PSEP, PMut a SNPs&GO, zatimco PMut byl urcen jako nejvykonnéjsi predikeni
algoritmus pro soubor dat BRCA2. Autofi doporucili vyhnout se pouziti programu PROVEAN
pro prioritizaci variant v genech BRCA1 a BRCA2, protoze by to branilo shodé mezi pouzitymi
predikénimi algoritmy, ¢imz by se vypocetni dilkkaz stal zbyte¢nym. Kromé toho, pomoci
specifického souboru dat studie prokazala, ze sedm z hodnocenych nastrojii bylo napadné
ovlivnéno cirkularitou typu 1, ktera, pokud neni feSena pfed srovnavacim testem predikcnich
algoritmi, mlze vést k umélému zvyseni jejich vykonnosti a nasledné k vybéru nespravnych
algoritmd, jak jiz bylo zminéno vySe. Problematika spravné aplikace strojového uceni v genomice
nadale pietrvava a pro koncového uzivatele, ktery ma piistup pouze k omezenym publikovanym
informacim o vyvoji specifického modelu ptedstavuje zna¢né komplikace v rozhodovani, ktery
nastroj pouzit a jak vysledky predikce spravné interpretovat. V piehledu (Whalen et al. 2022),
autofi detailné popsali nastrahy pouziti strojového uceni v genomice, predev§im piimé dopady
uskali ML na vykonnost modelu. ML by se mélo obecné pouzivat spiSe k ziskani biologickych
poznatkil nez k predikci jako takové. V téchto ptipadech se zpravidla interpretuje natrénovany
model k extrakci vztaht, které se naucil. Modely, které vykazuji dobrou vykonnost se, ale mohly
naucit nesmyslné vztahy, pokud analyzu ovlivnila jedna nebo vice ,,nastrah®. Dale model mize
nadhodnocovat silu asociace mezi znakem a vysledkem v diisledku zmateni nebo dependence.

Neustali vyvoj novych bioinformatickych néstroji pro predikci genetické predispozice funkénich
mutaci popsanych vyse a zobrazeny poctem citaci Obrazek 2—7, demonstruji silu jiz zab&hlé

pocitacové doby.
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Obrazek 2—7 Pocet citaci k primarnimu ¢lanku prediktoru v zavislosti na roce zverejnéni

a typu metody (Katsonis et al. 2022)

Pocet citaci byl ziskdn pomoci vyhleddvace Google Scholar dne 7. biezna 2022 ptevzato z

(Katsonis et al. 2022).

Zavérem lze shrnout jedny z vyznamnych piikladl uspésné aplikované prevence u pacientek s
karcinomem prsu postavené na zakladu farmakogenomickych dat a metod.

Odhaleni BRCA genu predstavuje signifikantni ispéch v sekundarni prevenci, kdy vcasnd a
nalezita diagnoza zvySuje Sanci na zajisténi dostate¢né odpoveédi na terapii.

Definovani molekuldrnich subtypti nadorG a uCinné moderni terapie 1éCivymi piipravky
(Herceptin, Tyverb a Perjeta) omezuje progresi onemocnéni, ztraté sob&stacnosti a s ni spojené
snizeni kvality Zivota v terciarni prevenci. Uprava farmakoterapie v systému kvartérni prevence u
pacientt s alteraci v DPYD genu ohrozenych nadmérnou medikaci a naslednou toxicitou.

V predkladané praci predstavujeme novy koncept aplikace bioinformatickych nastrojii u ¢eskych
pacientek s molekularn¢ definovanym karcinomem prsu, k odhaleni alteraci genli vrozenymi
mutacemi souvisejicimi s odpovédi na 1€cbu, relapsem ¢i progresi onemocnéni s cilem mozného

vyuZziti v prevenci.
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2.6. Hypotéza: Cile FeSeni

Zakladni hypotéza pro tuto praci vychazi z ptedpokladu evolu¢né, populacné a funkéné odlisnych
genetickych variant v lidském genomu a vefejn¢ dostupnych v celosvétovych databazich.
Hypotéza je vyuzivanad v fadé bioinformatickych nastroji a hlavnim cilem prace bylo nalezeni
vhodného vybéru pocitacovych algoritmi s moznosti predikce funkéniho dopadu genetickych
variant v odpovédi na terapii karcinomu prsu. Zakladni bioinformatické néstroje jako je PolyPhen
a SIFT jiz byly uspésné aplikovany ve studiich na pracovisti skolitele. Publikovana literatura navic
doklada témér 20leté zkuSenosti integrované bioinformatické analyzy ke prioritizaci genetickych
vyzadujici aplikaci programovacich jazyk a vyhodnocovéani vysledkd i za pomoci strojového
uceni Cili podoblasti um¢lé inteligence. Hlavnim cilem bylo nalezeni zarode¢nych variant ve
vztahu k odpovédi na 1é€bu, klinicko-patologickym faktortim a progresi onemocnéni. Nasledna
identifikace cilené¢ 1écby na molekularni urovni nese potencial redukce relapsti a progrese
onemocnéni u terciarni, potazmo kvartérni prevence.

Na oddéleni Toxikogenomiky SZU byl sestaven panel 509 farmakogenomicky vyznamnych genti
a bylo provedeno cilené sekvenovani vSech kddujicich a regulacnich oblasti téchto genit u 105
pacientek s karcinomem prsu lécenych klasickou chemoterapii zalozenou na antracyklinech,
taxanech a nukleosidovych analozich. Funkéni hodnoceni genetické variace u pacientek s nadorem
prsu probéhlo za pouziti vySe zminénych algoritmti s korelaci k farmakoterapii a celkové prognézy
onemocnéni. Témét 20 000 variant bylo vyhodnoceno z funk¢niho i klinického hlediska za pomoci
dostupnych bioinformatickych metod a vefejnych farmakogenomickych a genomickych databazi.
Potencialné skodlivé varianty genti predikovanych in silico a vyhodnocenych na 105 pacientek

byly nasledné ovéfeny ve validacni studii na souboru 805 pacientek.

Dil¢i cile:

1. Vybér algoritmil pro zpracovani a zhodnoceni kandidatnich variant z testovaci studie do
validacni studie in silico bioinformatickou analyzou, umoziujici rychlejsi a komplexné;jsi predikci
funkéni konsekvence vrozenych variant vSech typd, tj. v kddujici 1 nekodujici ¢asti genomu.

2. Validace kandidatnich variant z bioinformatické analyzy k potencidlnimu vyuziti
v terciarni a kvartérni prevenci karcinomu prsu.

3. Vybér algoritmil pro hodnoceni a selekci kandidatnich genil vzécnych variant za pomoci

funkénich prediktort do testovaci studie (studie proveditelnosti).
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3. Material, zdrojova data a metody

3.1.1. Material a pacienti

Material pouzity v in vitro metodach k extrakci DNA a nésledného sekvenovani nové generace
(NGS) vcetné vybraného panelu gent je popsany v publikaci, kterad je soucasti disertacni prace
(Hlavac et al. 2018).

Pacientky, jejichz vzorky a data byly studovany, prostudovaly a podepsaly pted vstupem do studie
Informovany souhlas pacienta a studie byla schvalena etickou komisi Statniho zdravotniho tGstavu
v Praze a spolupracujicich poskytovatelt zdravotni péce (FN Motol, Medicon a.s. a Nemocnice
Atlas ve Zlin¢). Klinické data pacientek pilotni studie (n = 105) a valida¢ni studie (n = 805) jsou
uvedena v tabulkach (Tabulka 3—1, Tabulka 3—2) nize. Klinicka data pacientek studie (n = 808)
genu KI/F14 jsou uvedena v tabulce ¢. 1 publikace (Krus et al. 2022). Klinicka data pacientek
studie proveditelnosti jsou uvedend v suplementu (Supplementary Table S2) publikace (Kovacova
et al. 2024).

Farmakoterapie nasledovala bézné klinické postupy pro neoadjuvantni cytotoxickou 1écbu a/nebo
adjuvantni 1é¢bu po chirurgické 1é¢be v dobé studie. Cytotoxicka terapie byla zaloZena na stejnych
kombinacich 1é¢iv jak v testovacim, tak ve validacnim souboru (viz 2.3). Odpovéd na
neoadjuvantni cytotoxickou 1é€bu (NACT) byla hodnocena na zaklad¢ béznych zobrazovacich
metod a kritérii RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid Tumors) v1.1 (Schwartz et al.
2016).

Tabulka 3—1 Klinicka data pacientek pilotni studie

Sledovany parametr Pacientky, N (%)
Vék v dobé diagnézy, primér = S.D.2 (roky) 51.7+£94
Menopauzalni stav
Premenopauzalni 46 (46)
Postmenopauzalni 55 (55)
Chybéjici data 4
Velikost tumoru (pT)
pTis 8(8)
pT1 50 (48)
pT2 40 (39)
pT3 5(5)
pTX 2
Metastazy lymfatickych uzlin (pN)
Bez postizeni (pNO) 68 (65)
S postizenim (pN1-3) 37 (35)
Patologické stadium (S)
ST 46 (44)
SII 47 (45)
SIII 12 (11)
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Sledovany parametr Pacientky, N (%)!

Histologicky typ
Invazivni duktalni karcinom 88 (84)
Jiny typ 17 (16)*
Patologicky grade (G)
Gl 11(11)
G2 35(395)
G3 54 (54)
GX 5
Stav exprese receptoru pro estrogen
Pozitivni 38 (38)
Negativni 61 (62)
Chybéjici data 6
Stav exprese receptoru pro progesteron
Pozitivni 39 (39)
Negativni 60 (61)
Chybéjici data 6
Stav exprese receptoru HER2/ERBB2
Pozitivni 2(2)
Negativni 97 (97)
Chybgjici data 6
Exprese Ki-67, primér + S.D.2 (%) 32.9+20.3
Molekularni podtyp
Luminalni A 15 (16)
Luminalni B 23 (24)
Trojit¢ negativni 58 (60)
Chybgjici data 9
Odpoveéd na neoadjuvantni cytotoxickou 1écbu
kompletni nebo ¢astecna 47 (69)
stabilni onemocnéni nebo progrese 21 (31
Ostatni? 37

Poznamky pod Carou: 'Pocet pacientek s % v zavorce; 2S.D. = smérodatna odchylka; *pacientky 1é¢ené
adjuvantni 1é¢bou bez neoadjuvantni cytotoxické 1é¢by; *Sest lobularnich, Sest medularnich, dva
metaplastické, jeden mucinozni, jeden papilarni a jeden neuroendokrinni invazivni karcinom.

Tabulka 3—2 Klinicka data pacientek valida¢ni studie

Sledovany parametr Pacientky, N (%)
Vék v dobé diagndzy, primér + S.D.? (roky) 589+12.5
Menopauzalni stav
Premenopauzalni 197 (25)
Postmenopauzalni 590 (75)
Chybéjici data 18
Velikost tumoru (pT)
pTis 65 (8)
pTl 489 (62)
pT2 208 (27)
pT3 18 (2)
pTX 10 (1)
Metastazy lymfatickych uzlin (pN) 15
Bez postizeni (pNO) 509 (67)
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Sledovany parametr

Pacientky, N (%)'

S postizenim (pN1-3) 253 (33)
pNX 43
Patologické stadium (S)
S0 61 (8)
SI 358 (47)
SII 282 (37)
SIII 67 (9)
Neuréeno 37
Histologicky typ
Invazivni duktalni karcinom 598 (75)
Jiny typ 197 (25)
Chybéjici data 10
Patologicky grade (G)
Gl 177 (23)
G2 385 (50)
G3 209 (27)
GX 34
Stav exprese receptoru pro estrogen
Pozitivni 618 (77)
Negativni 181 (23)
Chybgjici data 6
Stav exprese receptoru pro progesteron
Pozitivni 579 (73)
Negativni 220 (27)
Chybéjici data 6
Stav exprese receptoru HER2/ ERBB2
Pozitivni 194 (24)
Negativni 602 (76)
Chybéjici data 9
Exprese Ki-67, primér + S.D.% (%) 23.3+22.6
Molekularni podtyp
Luminélni A 330 (41)
Luminalni B 313 (39)
Trojit¢ negativni 93 (12)
HER2 63 (8)
Chyb¢jici data 6
Odpoveéd na neoadjuvantni cytotoxickou 1écbu
kompletni nebo ¢astecna 127 (75)
stabilni onemocnéni nebo progrese 43 (25)
Ostatni? 635

Poznamky pod &arou: 'Podet pacientek s % v zavorce; 2S.D. = smérodatna odchylka; *pacientky 1é¢ené
adjuvantni 1é¢bou % v zéavorce; *S.D. = smérodatna odchylka; *pacientky 1é¢ené adjuvantni 1é¢bou bez
neoadjuvantni cytotoxicke lécby.

3.1.2. Populacni zdrojova data

Zdrojova data pochazela z globalnich vefejnych ulozist genetickych a farmakogenomickych

variant. Pro urceni frekvence alel byla pouzita data ze svétové databaze dbSNP s uz§im omezenim

na data etnicky odpovidajici evropské populaci EXAC (bez Finské populace), nejaktualnéjsi
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evropské frekvence ALFA (dbGaP) a databaze Narodniho centra Iékaiské genomiky (NCMG) pro

¢eskou subpopulaci.

3.1.3. Bioinformatické algoritmy a metody pro funké¢ni predikci ¢astych variant

Pro funkéni predikci byly zarode¢né varianty anotovany pomoci platforem Annovar a VEP
poskytujici vysledky predikce pro zvolené nastroje. Software Annovar verze 2018 Apr 16
(obsahujiciho databazi dbNSFP verze 3.2), pro lidsky genom Genome Reference Consortium
Human Build 37 (GRCh37/hgl19) s preferenci ,,Filter-based annotation* byl stazen a integrovan
systémem Unix piipadné Linux do interni databaze provozované pres relacni databazové systémy
MySQL a DBeaver. Software VEP (Variant Effect Predictor) verze v92.2, pro lidsky genom
(GRCh37/hg19) byl stazen a vyuZzivan ke zpracovani dat v systému Unix piipadné Linux. Celkovée
k filtraci a anotaci variant byly pouzity programovaci jazyky SQL v opera¢nim systému Microsoft
pfipadn¢ Bash (Unix shell) a AWK v opera¢nim systému Unix. Pouzité piikladové kody jsou
uvedeny v seznamu (viz Seznam piikladovych kodu). Ke statistické analyze metody miry
falesného objevu (false discovery rate, FDR) a grafickému zobrazeni KM plotid byl pouzit
programovaci jazyk R verze 4.2.3 (survfit, ggsurvplot).

Celkova datova analyza a strategie vybéru kandidatnich variant v pilotni fazi studie byla rozdélena
do tfi zadkladnich krokt. Strategie postupti uvedend v diagramu nize (viz Obrazek 3—1) striktné
nenasleduje casovou posloupnost bioinformatické analyzy. V prvnim kroku probéhla in silico
predikce, data mining ve farmakogenomickych databazich a nasledné statistické zpracovani pro
analyzu korelace variant s klinickymi parametry pacientek pilotni faze. In silico predikce byla
provedena pro synonymni (sSNV), nesynonymni (nsSNV) jednonukleotidové varianty,
sestfihové (scSNV) varianty, miRNA a kratké inzerce/delece (tzv. indel mutace) z dat sekvenovani
nové generace (NGS) ve formatu VCF pomoci né€kolika webovych softwarovych nastroji a
nastrojii pfikazového fadku za pfedem definovanych meznich hodnot. Pro varianty s predikci
v nastrojich bez moznosti pouziti kodovaciho jazyka, ptipadné¢ hromadného vysledku v tzv.
Sarzich (,,batch analysis®), probéhla in silico predikce pouze pro statisticky vyznamné varianty.
Ziskané vysledky tvotily zdklad funkcni evidence sefazené dle vahy nami vytvofenych pravidel

(viz Tabulka 3—3) pro prioritizaci variant nasledné uréenych k ovéfeni ve valida¢ni fazi studie.
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Obrazek 3—1 Schéma prioritizace variant

Pocty unikatnich variant sdilenych se statisticky vyznamnymi vysledky jsou znazornény v zavorkach.
Statisticka analyza vztahti zarode¢nych variant z cileného sekvenovani, splitovala nasledujici podminky:
Hardy-Weinbergova rovnovaha (HWE, p > 0,01) a frekvence minoritnich alel (MAF > 0,05), asociace s
klinickymi daji pacientek provedena za ucelem hledani souvislosti s odpovédi na 1écbu (A) a (B) prezitim
bez onemocnéni (DFS). Ve farmakogenomickych (PGx) databazich byly pro rucni kuratorstvi zvazovany
pouze statisticky vyznamné varianty (*). GRCh37 = Genome Reference Consortium Human Build 37
(hg19); TFBS = vazebné misto transkripéniho faktoru; TFBP = profil vazby transkripéniho faktoru.
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Tabulka 3—3 Pravidla vybéru variant do valida¢niho setu podle vahy evidence ziskanych
dat

Input Priorita
Funkce varianty Nejvyssi Vysoka Stiedni Nizka
Odpovéd na lécbu signifikantni signifikantni signifikantni signifikantni
nebo preziti bez
onemocnéni
PharmGKB souvisejici souvisejici zadné udaje zadné udaje
ClinVar odpovéd’ na 1é¢ivou zadné udaje odpovéd’ na lé¢ivou zadné udaje
latku/ asociace s latku/ asociace s
karcinomem karcinomem
In silico predikce Skodliva Skodliva/neutralni Skodliva Skodliva
Funkce souvisejici ano ano zadné ano

s karcinomem
Signifikantni = statisticky signifikantni (p = 0,05)

Vyse uvedend pravidla pro validaci ve vét§im souboru (n = 805) pacientek s karcinomem prsu

spliiovalo 58 variant (56 SNV a dv¢ inzerce/delece). Varianty jsou uvedeny sekci 4.2.

3.1.4. Bioinformatické algoritmy a metody pro funk¢ni predikcei vzacnych variant

Bioinformaticka funkéni predikce (dikazy na arovni vzacnvych variant a genu)

Pro predikci patogenity jsme vybrali tfi néstroje zaloZené na strojovém uceni (REVEL, MetaSVM
a CADD) a jeden nastroj zaloZeny na zachovani sekvence (MutationAssessor) s prahem
optimalizovanym pro PGx varianty (Kovacova et al. 2024). Vysledky predikce byly integrovany
do interni rela¢ni databaze pomoci MySQL a/nebo DBeaver. U vSech metod byl vybér omezen
na nesynonymni varianty s nizkou frekvenci (MAF mezi 0,05 a 0,01) a na vzacné varianty (MAF
<0,01) kromé& PGx variant, kde byla filtrace rozSifena na v§echny typy kodujicich variant v genech
s publikovanymi klinickymi diikazy. Prahové hodnoty pro predikci (bindrni nebo ¢iselné) se fidily
doporuc¢enymi hodnotami vyvazenymi pro optimalni specifi¢nost a citlivost, jak je definovali

Vyvojafi nastroje.

Algoritmy a prahové hodnoty jsou popsany ve schématu Obrazek 3—2 Strategie pouZiti in silico

nastrojil a proces ziskani funk¢ni evidence
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Funkéni hodnoceni in silico (n = 509 gena, 105 pacientek, karcinom prsu)

Al-Metoda 1 Al-Metoda 2 Al-Metoda 3 Metoda 4 PGx evidence
MutationAssessor PharmVar —
REVEL MetaSVM CADD ——ClinVar

_—

“snizend”
“ vyrazné snizena ”’
nebo “zvysend”

Predikce patogennich variant

Zatazeni: >3 nsSNVs/ gen

funkce
set gentt 1-10. poradi

(+) podminka > 1 gen/ identické poradi

»odpoved

na lécivo™

Normalizace, genovy patogenni pomér, GPR)
Vyfazeni:
A 4

Uroveii 1 Benigni set (>3 nsSNVs/ gen)
_________________________________________ cxon
Uroveii 2 bez unikatnich genti v metodach 1 — 4

Set genii (< 10):

viz Rozhodovaci proces pro stanoveni priorit a konecného souboru genii

%

Nastroj: Mezni hodnoty pro patogenni predikci byly nésledujici: MetaSVM (Dong et al. 2015) (D: skodlivd), REVEL (Ioannidis et al. 2016) (score > 0.5),
CADDphred (Kircher et al. 2014) (skore > 19). Mezni hodnoty pro benigni predikci byly nasledujici: REVEL (skore < 0.5) VEST3 (skore < 0.8), MetaSVM, and
MetalLR (Dong et al. 2015) (T: Tolerantni). MetaSVM and MetalLR se vzajemné dopliiuji a v metod¢€ 3 této studie se zohlediiuji jako jeden néstroj. (Ghosh et al.
2017). Pro MutationAssessor (Reva et al. 2011) byla pouzita optimalizovana mezni hodnota (> 2.0566) za tGcelem zvysSeni piesnosti predikce specifické pro
farmakogeny, jak bylo publikovéano diive (Zhou et al. 2018).

Obrazek 3—2 Strategie pouziti in silico nastroju a proces ziskani funkéni evidence
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Metoda REVEL vyuziva strojové u¢eni pod dohledem s algoritmem Random Forest a integruje
13 samostatnych nastroji. Nékteré z téchto nastrojii jsou zalozeny na naivnim Bayesové
klasifikatoru, skrytych Markovovych modelech (HMM) a algoritmech Random Forest. Zatimco
jiné, napt. nastroje SIFT, PROVEAN a MutationAssessor, nejsou primarné zaloZeny na
metodach strojového uceni, ale vyuzivaji ptistup zaloZzeny na zachovani sekvence nebo metodu
zaloZzenou na zachovani pouze napi. GERP++. Ackoli je MutationAssessor integrovan i do
programu REVEL, samostatna predikce byla provedena s ptisn&j$im a pro PGx specifickym
prahem. Dalsi vybrané néstroje fizené umélou inteligenci MetaSVM a CADD poskytuji skoére
souboru. MetaSVM integruje devét nezavislych skore, frekvenci alel pro skutecné negativni
béZzné a vzacné varianty a pouziva algoritmus podplirného vektoru (SVM). CADD integruje

rizné genomické anotace a funkce pomoci pristupu strojového uceni logistické regrese.

Nastroje um¢lé inteligence vyuzivaji pomérné Siroké spektrum mutaci ve vztahu k typu
genomickych dat. Funkéni predikce je obecné fizend vysledkem pro Skodlivé varianty. Silu
vypocetni predikce je ale mozné navysit i pouzitim adekvatné zvolenych algoritmu k predikci
variant u kterych se neocekava funkéni dopad a vyuzit tohoto kroku k filtraci. V roce 2017
Ghosh a kolegové (Ghosh et al. 2017) publikovali studii, kterd prokazala, ze nejvykonné;jsi
kombinace algoritmii se pro benigni a patogenni varianty navzdjem liSi. V na$i studii
proveditelnosti jsme proto se zamérem snizit pocet faleSnych predpovédi zaclenili specifickou
sadu nastroji fizenych umélou inteligenci (REVEL, VEST3 3.0 a MetaSVM) se shodnou
predpovédi benignich nasledkii. Absence piredpovédi nékterym z nastroji v kombinaci vytadila
varianty z tohoto souhlasného hodnoceni. Do procesu jsme navic zaradili normalizaci vysledka
predikce. Utelem bylo upravit vysledky algoritmii REVEL, MetaSVM, CADD a
MutationAssessor a ziskat soubor genu s nejvyssim poctem domnéle patogennich variant na
gen tzv., “gene pathogenic ratio® (GPR) pro dany algoritmus. Vzhledem k tomu, Ze studie je
omezena na oblasti kddujici proteiny, byl v tomto normalizacnim kroku po¢itdn pocet nsSNVs
na délku genu kbp (z anglického ,kilo base pair®). Byl vypocten GPR specificky pro kazdy
nastroj (nsSNVs/kbp) a geny byly sefazeny podle hodnot GPR.

Metoda in silico predikce a interpretace predikce

Vypocetni predpoveéd’ byla odvozena pro vSechny nsSNV a rozdélena podle po¢tu nsSNVs na
uroven genu. Geny s nejvyssim poctem domnéle patogennich variant byly dale zkoumany z
hlediska klinické asociace u pacientek s karcinomem prsu ve studii (viz Rozhodovaci proces

pro stanoveni priority konecného souboru genti). Se zamérem snizit pocet falesné pozitivnich
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piedpovédi zvolenymi in silico néstroji provozovanymi samostatné byla do procesu filtrace
integrovana specificka sada tzv., ,,Benign set* nastrojl fizenych umélou inteligenci (REVEL,
VEST3 a MetaSVM) se shodnou piedpovédi benigniho nasledku. Absence ptedpoveédi
nékterym z néstrojii v kombinaci vyfadila varianty z tohoto souhlasného hodnoceni (podrobné

viz Proces filtrace).
Proces filtrace

Patogenni varianty predpovézené pomoci REVEL, MetaSVM, CADD a MutationAssessor byly
rozdé€leny podle genil a dale zpracovany. Geny byly sefazeny podle poc¢tu patogennich variant
s nastavenym prahem pro zafazeni minimalné 3 patogennich nsSNV na gen. Déle jsme tento
proces omezili na maximalné deset gend. V piipadech, kdy geny mély na posledni pozici
souboru (n=10) stejny pocet patogennich variant na gen, byla uplatnéna dalsi podminka. To
umoznilo zahrnout vice nez 10 gent se stejnym potadim. Proces vyfrazovani byl rozdélen na
uroven 1 a uroven 2. V urovni 1 byla vyvolana konsenzualni predikce pro benigni varianty (tj.
soubor ,,.Benign®) a zredukovéana na uroven genu (= 3 nsSNVs/gen, az 10 (+) geni stejné¢ho
poradi). Vysledné sady patogennich genli pro kazdy nastroj a sadu ,,Benign* byly porovnany.
Timto krokem byla predikce patogenity piekryvajicich se genii u vSech ctyf prediktorii
vyfrazena. V urovni 2 byly z kone¢ného vybéru genli vyfazeny vSechny jedinecné neboli

unikatni geny napfic¢ ¢tyfmi prediktory z dlivodu pravdépodobné nizké prediktivni sily.
Normalizované hodnoty, genovy patogenni pomér ("gene pathogenic ratio”, GPR)

Délka genu byla ziskdna pomoci platformu Galaxy (Galaxy verze 0.1.2) (Goecks et al. 2010) a
bioDBnet (Mudunuri et al. 2009) a integrovana do celkového souboru dat pomoci SQL. Galaxy
pocita pocet bazi ve vSech exonech genu po slouceni vSech prekryvajicich se exonti z riznych

transkripta.
Rozhodovaci proces pro stanoveni priority konecného souboru genii

Srovnéni vysledki u ¢tyt prediktort s pfidanim udajii o PGx (viz 3.1.6) slouzilo jako vychozi
bod pro stanoveni souboru genti uréenych pro statistickou analyzu. Skére = 1 bylo piifazeno
pro shodné oznaCené¢ geny v kazdému prediktoru vcetné prediktori s normalizovanymi

vysledky (n = 8).

Klasifikace dikazli byla nasledujici: Velmi vysoka (skére > 8-7 a PGx evidence), Vysoka
(skore > 6-5 metod), Stfedni (skore > 4-3 a silnd PGx evidence) nebo Nizka (skoére < 2 a/nebo

silnd PGx evidence). "PGx" evidence byla pfifazena geniim zatfazenym do databdze PharmVar
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a ClinVar (viz udaje o PGx) a "silna PGx evidence" v ptipad¢ dodate¢ného zafazeni genu do
skupiny VIP gent dle PharmGKB. Rozhodnuti fizené umélou inteligenci (tj., nastroje
strojového uceni) predstavovalo nejvyssi pomér ve skdrovacim systému (tj. 6/8 skore). Predikce
vyvolana dvéma ndstroji (n = 2) byla povazovana za nedostate¢nou pro provedeni statistické

analyzy a tyto geny byly vylouceny.

3.1.5. Farmakogenomicka data — ¢asté varianty

Integrace dat dostupnych na strankach PharmGKB (TSV soubory s hodnotami oddélenymi
tabulatory) do interni databaze v MySQL/DBeaver podléhala pravidlim hlavnich vztahovych
identifikatort (primarnich a cizich klica) jako je ,,rsID* tj., oznaceni vyuzivané ve vetejnych
databazich specifickych pro lokus varianty napt. Clinvar a Human Gene Mutation Database
(HGMD) a ,,PA(ID)*“ oznafeni v PharmGKB databéazi. Bliz§i popis obsahu soubori a
ptikladovy kéd k vytvoreni interni databaze je uveden nize.

Obsah informaci v jednotlivych souborech zahrnoval a.) ,,Variants* varianty registrované v
dbSNP s pfifazenymi identifikatory ,,rsID* a registrovany a anotovany pomoci PharmGKB
»PA(ID)*, b.) ,,Relationships* informace na podkladu farmakokinetické/farmakodynamické
souvislosti. Vztahy s oznacenim PK nebo PD reprezentovali dvojice entit ve farmakokinetickeé,
respektive ve farmakodynamické draze dle PharmGKB, nebo pokud byla anotace napiiklad
varianty, haplotypu, VIP genu, ¢i 1é¢iva anotovana ve vztahu k PK/PD. Neptitomnost PK/PD
v téchto datech na druhou stranu neznamenala, Ze neexistuje Zadny dikaz farmakokinetického
nebo farmakodynamického vztahu, a proto vSechny relevantni varianty byly nami dale

manualné anotovany z dodate¢nych databazi.

Déle soubor, c.) ,,Clinical Variant Data®, umoznil nalezeni informace ohledn¢€ dvojice varianta
— 1€k a troven diikazii pro vSechny klinické anotace, kdy v souboru ,,Clinical Metadata™ bylo
mozné dohledat miru evidence dikazi (,,Evidence count”) vcetné odkazu na publikovanou
literaturu. Soubor ,,Var _drug ann‘ pro informaci ohledné davky 1éku, odpovedi na 1é€bu anebo
metabolismu lé¢iva propojil kategorii sledovaného fenotypu (tj. UCinnost", "toxicita",
"davkovani", "metabolismus/PK", "PD") s binarni signifikanci pozorovaného fenotypu (t;.
,»ano* vs ,.ne“) a parametra sledovanych v danych publikovanych studiich. Schéma v sekci
vysledku (Obrazek 4—1) popisuje pocet nalezenych variant v souboru nasich pacientek se
statistickou korelaci k odpovédi na 1écbu a/anebo k pteziti bez onemocnéni (DFS). Ziskané
informace z PharmGKB, poskytly miru funkéni vyznamnosti klinické a vetfejné dostupné
evidence pro prioritizaci variant zaclenénych do valida¢niho souboru viz Tabulka 4—12

Seznam variant ovéfenych ve fazi validace (n = 7) v kapitole 4.1 (sloupec ,,Funkce®).
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Bioinformatické zpracovani dat zjednotlivych soubori a vytvofeni interni databaze
zprostiedkovalo komplexni piehled dostupnych farmakogenomickych a genomickych

informaci a splnilo tak jeden z cilt studia zefektivnénim vybéru kandidatnich variant.

3.1.6. Farmakogenomicka data — vzacné varianty

Pro ziskani farmakogenomickych dat bylo provedeno vyhledavani variant souvisejicich s PGx
v databazich PharmVar a ClinVar. Mnohé¢ z téchto variant byly ovéfeny in vitro nebo in vivo,
a jsou tak validnéj$i nez ptedpovédi z in silico néstroji zalozenych na variantach souvisejicich
s onemocnénim, piipadné od téchto variant pouze odvozenych.

Geny a exonické varianty (GRCh37) dostupné v databdzi PharmVar (verze 5.2.14) byly
porovnany s nasim panelem genl. Nasledné byly k variantam ptifazeny webové informace,
které definuji funkéni varianty podle Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium
(CPIC) tj., podle ditkkazti o ovlivnéni funkce genu jako "snizena funkce", "siln€ snizena" nebo
"zvysSend funkce". Databaze PharmGKB (soubor clinical Annotations) poskytla informace o
VIP genech. Z ucelem automatické integrace dostupnych dat do rela¢ni databaze MySQL byly
vynechdny geny s omezenym a absentujicim vyskytem funkéniho dopadu nebo tudaje
odkazujici pouze na literaturu. Data ve formatu VCF z databaze ClinVar (verze 20180603)
byla integrovana do interni databaze a nasledn¢ omezena na termin klinické vyznamnosti PGx
ve vztahu k odpovédi na 1écbu "drug response” (obecny termin pro variantu, ktera ovlivituje
odpovéd’ na lé€ivo, nikoliv onemocnéni). Pro prioritni geny byla interni databaze navic

doplnéna aktualizovanym vyhleddvanim v Narodnim centru pro biotechnologické informace

(NCBI).

3.1.7. Bioinformatické algoritmy pro funkéni predikei genu KIF14

Bioinformaticka analyza pro gen KIF14 byla provedena platformou SNPnexus (Dayem Ullah
et al. 2018) s cilem predikce funkéniho dopadu aminokyselinové zdmény v proteinu kombinaci
nastrojit SIFT (Ensembl Variation 95) a PolyPhen2 (Ensembl Variation 95). Prahové hodnoty

byly pro vybrani algoritmy nastaveny v souladu se studiemi vyse tj., Castych a vzdcnych variant.

3.1.8. Statistické metody

K realizaci vSech cilt pfedkladané prace byly vrozené varianty ziskané z cilen¢ho sekvenovani
rekalibrovany pomoci GATK 3.7. Hardy-Weinbergtiv test byl vypocten pomoci nastroje
Bcftools 1.5 (Cambridge, UK). Pro statistické a funkéni hodnoceni byly vzaty v uvahu pouze
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varianty v Hardy-Weinbergové rovnovaze (p > 0,01), méné neZ 50 % chybégjicich dat a

s FILTREM = PASS (VCF).

3.1.8.1. Statistické metody pilotni a valida¢ni studie ¢astych variant

Porovnani odpovédi na 1é¢bu s ohledem na skupiny pacientek (¢asty homozygot, heterozygot
a vzacny homozygot) a jednotlivé varianty bylo zalozeno na Pearsonova chi-kvadrat testu. Pro
kazdou variantu a kazdy z téchto testl byla vypoctena upravena p-hodnota. Vypocet upravené
p-hodnoty byl nasledujici: (1) byla vypoctena p-hodnota zalozend na ptvodnich datech; (2)
bylo vytvoteno 1000 permutaci ptivodnich dat; (3) pro kazdou permutaci byla vypoctena
hodnota testové statistiky; (4) byl vypocten podil p-hodnot zalozenych na permutovanych
datech (1000 p-hodnot pro kazdy test), které byly vyssi nebo stejné nez p-hodnota zaloZzena na
puvodnich datech; a (5) byla ziskana upravena p-hodnota pro danou variantu. Pro vicerozmérné
analyzy byla pouzita binarni logisticka regrese.

Porovnani DFS s ohledem na skupiny pacientek (Casty homozygot, heterozygot a vzacny
homozygot) bylo provedeno pomoci log-rank testu pro jednotlivé varianty véetné vizualniho
srovnani vytvofenych grafli dle Kaplan-Meierovy metody. Vzhledem k tomu, Ze doba
sledovani studie byla stanovena na 120 mésica (10 let), v pfipadech, kdy byla hodnota DFS
nebo OS u nékterého ze subjektli vyssi nez 120 mésici, byla hodnota pro tento subjekt
stanovena na 120 mésict a cenzorovana. Upravenda p-hodnota pro log-rank test byla zaloZena
na 100 permutacich ptivodnich dat. Metodika vypoctu upravené p-hodnoty pro kazdou variantu
byla provedena podobnym zptlisobem, jak bylo uvedeno vyse. Za statisticky vyznamnou byla
povazovana p-hodnota mensi nez 0,05 po upravé pro vicenasobné testovani pomoci 100
permutaci pro preZziti a 1000 permutaci pro odpoveéd’ na 1écbu. Analyzy byly provedeny pomoci
statistického programu SPSS v16.0 (SPSS, Chicago, IL, USA) a s pouzitim skriptu R.

Coxova regrese byla provedena také pti analyze DFS zvlast pro varianty, které byly statisticky
vyznamné na zakladé upravenych p-hodnot. Proménnou odpovédi byl DFS a proménnou
prediktoru byla varianta. Na zdklad¢ testu poméru pravdépodobnosti pro testovani statistické
vyznamnosti varianty byla zaznamendna p-hodnota. Poté byla provedena tiprava na multiplicitu
pouze pro tyto p-hodnoty. V tuvahu pfichazely nasledujici Gpravy: Bonferronitho metoda,
Hochbergova metoda, Hommelova metoda, Holmova metoda a metoda miry faleSného objevu
(FDR). Analyza pro srovnani DFS s ohledem na skupiny pacientek byla provedena také pro
podskupiny adjuvantné lé€enych pacientek a neoadjuvantné 1écenych pacientek. Metodika pro

odvozeni upravenych p-hodnot, Coxova regresni analyza a metody Upravy na multiplicitu byly
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stejné jako uvedeno vyse. Permutace piivodnich dat (100 permutaci) byly vytvoieny zvIast pro

adjuvantn¢ lécené pacientky a zvlast pro neoadjuvantné 1écené pacientky.

3.1.8.2. Statistické metody studie proveditelnosti vzacnych variant

Pro studii tfetiho cile této prace byly asociace mezi prioritnimi geny a klinickymi daty
(nominalni proménné), vcetné¢ terapeutické odpoveédi provedeny pomoci Pearsonova chi-
kvadrat testu. V ptipadé, Ze nésledujici podminka nebyla splnéna (> 20,0 % hodnotovych poli
mélo o¢ekdvany pocet nizsi nez 5), byl aplikovan oboustranny Fishertiv pfesny (exaktni) test.
Pro geny CYP2D6, n = 26 pacientek, DPYD n = 10 pacientek byly do statistické analyzy
zahrnuty vSechny vzacné kodujici varianty véetné synonymnich, inzerci/deleci bez posunu
¢teciho ramce na rozdil od ostatnich gentl.

Testované proménné byly nasledujici: velikost karcinomu (pTis/pT1 vs. pT2-4),
nepiitomnost/ptitomnost metastaz lymfatickych uzlin (pNO vs pN1-2), patologické stadium (SI
vs. SII-III), stav exprese receptoru pro estrogen (ER, pozitivni vs. negativni) a progesteron (PR,
pozitivni vs. negativni), stav exprese receptoru ERBB2 (pozitivni vs. negativni), exprese Ki67
(pozitivni vs. negativni na zakladé podilu bunék exprimujicich Ki67 s mezni hodnotou 13,25
%) (Cheang et al. 2009), molekularni podtyp (luminalni A vs. lumindlni B a trojité negativni)
a odpovéd’ na neoadjuvantni chemoterapii (kompletni, resp. ¢aste¢na patologicka odpoveéd’ vs.
stabilni onemocnéni nebo progrese). Preziti bez onemocnéni (DFS) bylo definovéano jako doba,
kterd uplynula mezi operaci a relapsem. Celkové pieziti (OS) bylo povazovéano za cas, ktery
uplynul od operace do Umrti pacienta. jednotlivé varianty vcetné vizualniho srovnani
vytvotenych grafli dle Kaplan-Meierovy metody. Vzhledem k tomu, ze doba sledovani studie
byla stanovena na 120 mésicii, v piipadech, kdy byla hodnota DFS nebo OS u nékterého ze
subjektll vy$si nez 120 mésicl, byla hodnota pro tento subjekt stanovena na 120 mésict a
cenzorovana. DFS a OS pacientek byly hodnoceny log-rank testem. Coxova regresni analyza
pro DFS a OS byla upravena na patologicky grade (1 nebo 2 vs 3) nebo patologické stadium
onemocnéni (karcinom in situ nebo stadium I vs stadium II-1V). Hodnoty signifikance p jsou
odchylkami od oboustrannych testi. Hladina vyznamnosti p <0,05 byla povaZovéna za
statisticky vyznamnou. Analyzy byly provedeny pomoci statistického programu SPSS v16.0
(SPSS, Chicago, IL, USA) a s pouzitim skriptu v R.
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3.1.8.3. Statistické metody pro funkéni predikci genu KIF14

Pro statistické hodnoceni byly pouzity genetické modely. Aditivni model byl hodnocen pomoci
logistické regrese a dominantni a recesivni model pomoci Pearsonova chi-kvadrat testu.
Asociace mezi kategorizovanymi hodnotami jako genotyp a klinickymi udaji byly analyzovany
pomoci Pearsonova chi-kvadrat testu a oboustranného Fisherova pfesného testu. Testované
klinické proménné byly nasledujici: menopauzalni stav (pre- vs. postmenopauzalni) stadium,
velikost karcinomu (pT), postizeni regionalnich lymfatickych uzlin (pN), histologicky typ
(invazivni duktélni vs. jiné invazivni karcinomy), stupen exprese estrogenu (ER), progesteronu
(PR) a HER2/ ERBB2 a Ki67 (negativni vs. pozitivni). Odpovéd’ na neoadjuvantni
cytotoxickou 1é¢bu byla hodnocena jako ¢astecna nebo uplna odpovéd (odpovéd na terapii)
versus stabilni nebo progresivni onemocnéni (bez odpovédi). Bez progrese (PFS) bylo
definovano jako doba, kterd uplynula mezi operaci a relapsem. Celkové pieziti (OS) bylo
povazovano za doba, kterd uplynula od operace do iimrti pacienta. Studie byl stanoven na 120
meésict (10 let), a proto byly udaje o PFS a OS cenzurovany po 120 mésicich. vyhodnoceny
Kaplanovou-Meierovou metodou s Breslowovou metodou. testem. Dale byla provedena
multivariaéni Coxova regresni analyza, kterd zahrnovala napf. varianty signifikantni v
jednorozmérnych analyzach a faktory ovliviiujici PFS a OS. Pacienti ztraceni ze sledovani byli
vylouceni z analyz PFS. Hodnoty p jsou odchylky z dvoustrannych testli. Benjaminiho-
Hochbergova mira faleSného objeveni (FDR) test byl pouzit pro korekci vicenadsobného
testovani. vSech novych asociaci v hodnoceném souboru a q < 0,05 bylo povazovano za
signifikantni. Analyzy byly provadény v statistickém programu SPSS v16.0 (SPSS, Chicago,
IL, USA).

4. Vysledky

4.1. Vysledky pilotni studie ¢astych variant — bioinformaticka analyza

4.1.1. Datamining - farmakogenomické databaze

PharmGKB a PharmVar

Nedilnou soucasti in silico predikce tvofila data ziskand z farmakogenomickych a klinickych
databazi (Obrazek 4—1). Schéma popisuje pocet nalezenych variant uvedenych v zadvorce v
souboru naSich pacientek se statistickou korelaci k odpovédi na 1é€bu a/anebo k preZiti bez
onemocnéni (DFS). Ziskané informace z PharmGKB, poskytly miru funkéni vyznamnosti
klinické a vefejné¢ dostupné evidence pro prioritizaci variant zaclenénych do valida¢niho

souboru.
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Dotazovana repositoria zahrnovaly databdze PharmGKB (McDonagh et al. 2011) a PharmVar
(ke dni analyzy k dispozici pouze pro geny CYP2C9, 2C19, 2D6) se souhrnnymi vysledky

statisticky vyznamnych variant uvedenych v tabulkach nize (viz Tabulka 4—3 az Tabulka 4—
5).
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Obrazek 4—1 Vysledek data mining procesu pouZitim interni databaze
PharmGKBdownload pro statisticky vyznamné varianty v odpovédi na 1écbu (A) anebo
DFS (B) ilustrovan ve schématu
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Tabulka 4—1 Vybrané varianty (n = 12) v klinickém PK/PD vztahu (protinadorové
1écivo, nador) dle PharmGKBdownload (,,Clinical Metadata*)

PGKB ID/rsID/Gen/
Populace

Klinicka anotace

Text anotace

PA166155049/
13743527/
ABCCI/
Neznama

PA166157866/
rs2227291/
ATP7A/
Neznama

PA166153667/
rs2072671/
CDA/
Evropska

PA166153793/
157543016/
CMPKI/
Asijska

PA166154017/
rs2515641/
CYP2EI/
Neznama

Toxicita/ADR
(“adverse drug
reaction” =
nezadouci ucinek)

Toxicita/ADR

Toxicita/ADR

Uc¢innost

Toxicita/ADR

CC:U pacientt s genotypem CC a kolorektalnim nddorem muize byt zavaznost
neutropenie pii uzivani irinotekanu vyssi nez u pacientii s genotypy CT a TT.
Zavaznost neutropenie pii uzivani irinotekanu mohou ovlivnit i dalsi klinické
a genetické faktory.", "CT:Pacienti s genotypem CT a kolorektalnim nadorem
mohou mit pfi uzivani irinotekanu zhorSenou zavaznost neutropenie ve
srovnani s pacienty s genotypem CC. Zavaznost neutropenie pfi uzivani
irinotekanu mohou ovlivnit i dalsi klinické a genetické faktory.", "TT:Pacienti
s genotypem TT a kolorektalnim nadorem mohou mit pfi uzivani irinotekanu
pozdg€jsi zavaznost neutropenie ve srovnani s pacienty s genotypem CC.
Zavaznost neutropenie pii uzivani irinotekanu mohou ovlivnit i dalsi klinické
a genetické faktory."

CC:U pacienti s genotypem CC muze byt riziko toxicity docetaxelu a
thalidomidu snizené, ale nikoli chybéjici, ve srovnani s pacienty s genotypy
CG nebo GG. Odpovéd na 1écbu mohou ovlivnit i dalsi genetické a klinické
faktory.", "CG:Pacienti s genotypem CG mohou mit zvySen¢ riziko toxicity
docetaxelu a thalidomidu ve srovnani s pacienty s genotypem CC. Odpoveéd
na 1é¢bu mohou ovlivnit i dalsi genetické a klinické faktory.", "GG:Pacienti s
genotypem GG mohou mit zvySené riziko toxicity docetaxelu a thalidomidu
ve srovnani s pacienty s genotypem CC. Odpovéd na 1é€bu mohou ovlivnit i
dalsi genetické a klinické faktory."

AA:U pacienti s genotypem AA, ktefi jsou 1éCeni cytarabinem, mize byt
riziko toxicity snizené, nikoli chybéjici, ve srovnani s pacienty s genotypem
AC nebo CC. Riziko toxicity vyvolané 1é¢ivem mohou u pacienta ovlivnit i
dalsi genetické a klinické faktory.", "AC:Pacienti s genotypem AC, ktefi jsou
Ié¢eni cytarabinem, mohou mit zvySené riziko toxicity ve srovnani s pacienty
s genotypem AA. Dalsi genetické a klinické faktory mohou rovnéz ovlivnit
riziko toxicity vyvolané 1éivem.", "CC:Pacienti s genotypem CC, kteti jsou
lé¢eni cytarabinem, mohou mit zvySené riziko toxicity ve srovnani s pacienty
s genotypem AA. Riziko toxicity vyvolané 1é¢ivem mohou u pacienta ovlivnit
i dalsi genetické a klinické faktory."

CC:Pacienti s genotypem CC a karcinomem pankreatu mohou mit pii 1é¢bé
gemcitabinem del$i dobu progrese nez pacienti s genotypem CG nebo GG.
Dobu progrese u pacientli s karcinomem pankreatu mohou ovliviiovat i dalsi
genetické a klinické faktory, CG:Pacienti s genotypem CG a karcinomem
pankreatu mohou mit krat§i dobu progrese pti 1é¢b¢ gemcitabinem ve srovnani
s pacienty s genotypem CC. Na dobu progrese u pacientii s karcinomem
pankreatu mohou mit vliv i dal$i genetické a klinické faktory. ", "GG:Pacienti
s genotypem GG a karcinomem pankreatu mohou mit krat$i dobu progrese pii
1é¢b¢ gemcitabinem ve srovnani s pacienty s genotypem CC. NA dobu
progrese u pacientl s karcinomem pankreatu mohou mit vliv i dalsi genetické
a klinické faktory. "

CC:U pacienti s genotypem CC mulze byt pii 1é€bé cytarabinem,
fludarabinem, gemtuzumab ozogamicinem a idarubicinem zvySena
pravdépodobnost toxického onemocnéni jater ve srovnani s pacienty s
genotypem TT. Dalsi genetické a klinické faktory mohou rovnéz ovlivnit
odpovéd pacienta na cytarabin, fludarabin, gemtuzumab ozogamicin a
idarubicin., "CT:Pacienti s genotypem CT mohou mit pfi 1é¢bé cytarabinem,
fludarabinem, gemtuzumab ozogamicinem a idarubicinem sniZenou
pravdépodobnost toxického onemocnéni jater ve srovnani s pacienty s
genotypem CC a zvySenou pravdépodobnost toxického onemocnéni jater ve
srovnani s pacienty s genotypem TT. Na odpovéd’ pacienta na cytarabin,
fludarabin, gemtuzumab ozogamicin a idarubicin mohou mit vliv i dalsi
genetické a klinické faktory.", "TT:U pacientll s genotypem TT mutize byt pfi
1é¢be cytarabinem, fludarabinem, gemtuzumab ozogamicinem a idarubicinem
ve srovnani s pacienty s genotypem CC snizena pravdépodobnost toxického
onemocnéni jater. Odpoveéd’ pacienta na cytarabin, fludarabin, gemtuzumab
ozogamicin a idarubicin mohou ovlivnit i dal$i genetické a klinické faktory."
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PGKB ID/rsID/Gen/
Populace

Klinicka anotace

Text anotace

PA166153647/
rs1801160*/
DPYD/
Neznama

PA166153874/
rs17376848/
DPYD/
Neznama

PA166153696/
rs2297595/
DPYD/
Neznama

Toxicita/ADR,"
Metabolismus/PK"

Toxicita/ADR

Toxicita/ADR,
"Metabolismus/PK"

CC:U pacientt s genotypem CC (DPYD *1/*1) a nddorovym onemocnénim,
ktefi jsou 1éCeni chemoterapii zaloZenou na fluoropyrimidinech, mtze byt 1)
zvySeny metabolismus fluorouracilu a 2) snizené riziko toxicity 1éku ve
srovnani s pacienty s genotypem CT nebo TT (DPYD *1/*6 nebo *6/*6).
Fluoropyrimidiny se ¢asto pouzivaji v kombinované chemoterapii, jako je
FOLFOX (fluorouracil, leukovorin a oxaliplatina), nebo s dalsimi 1é¢ivy, jako
je bevacizumab, cetuximab, raltitrexed. Odpovéd’ na chemoterapii zalozenou
na fluoropyrimidinech mohou ovlivnit i dal$i genetické a klinické faktory.",
"CT:Pacienti s genotypem CT (DPYD *1/*6) a karcinomem, ktefi jsou lé¢eni
chemoterapii zalozenou na fluoropyrimidinech, mohou mit 1) snizeny
metabolismus fluorouracilu a 2) zvysené riziko toxicity 1éku ve srovnani s
pacienty s genotypem CC (DPYD *1/*1). Fluoropyrimidiny se ¢asto pouzivaji
v kombinované chemoterapii, jako je FOLFOX (fluorouracil, leukovorin a
oxaliplatina), nebo s dal§imi 1éky, jako je bevacizumab, cetuximab, raltitrexed.
Odpovéd na chemoterapii zalozenou na fluoropyrimidinech mohou ovlivnit i
dalsi genetické a klinické faktory.", "TT:Pacienti s genotypem TT (DPYD
*6/*6) a nadorovym onemocnénim, ktefi jsou lé¢eni chemoterapii zalozenou
na fluoropyrimidinech, mohou mit 1) snizeny metabolismus fluorouracilu a 2)
zvysené riziko toxicity 1éku pii 1écbé ve srovnani s pacienty s genotypem CC
(DPYD *1/*1). Fluoropyrimidiny se casto pouzivaji v kombinované
chemoterapii, jako je FOLFOX (fluorouracil, leukovorin a oxaliplatina), nebo
s dalsimi 1éky, jako je bevacizumab, cetuximab, raltitrexed. Odpoveéd na
chemoterapii zaloZzenou na fluoropyrimidinech mohou ovlivnit i dalsi
genetické a klinické faktory."

AA:Pacienti s genotypem AA a nddorovym onemocnénim mohou mit pii 1é¢bé
chemoterapii na bazi fluoropyrimidint nizsi riziko lékové toxicity ve srovnani
s pacienty s genotypy AG a GG. Jiné studie nepopisuji asociaci s lékovou
toxicitou a chemoterapii na bazi fluoropyrimidinu. Fluoropyrimidiny se ¢asto
pouzivaji v kombinované chemoterapii, jako je FOLFOX (fluorouracil,
leukovorin a oxaliplatina). Odpovéd’ na chemoterapii zaloZenou na
fluoropyrimidinech mohou ovlivnit i dalsi genetické a klinické
faktory.",,AG:Pacienti s genotypem AG a karcinomem mohou mit pii 1écbé
chemoterapii zalozenou na fluoropyrimidinech zvySené riziko 1ékové toxicity
ve srovnani s pacienty s genotypy AA nebo GG. Jiné studie nepopisuji zadnou
asociaci s lékovou toxicitou a chemoterapii na bazi fluoropyrimidinu.
Fluoropyrimidiny se Casto pouzivaji v kombinované chemoterapii, jako je
FOLFOX (fluorouracil, leukovorin a oxaliplatina). Odpovéd’ na chemoterapii
zalozenou na fluoropyrimidinech mohou ovlivnit i dal§i genetické a klinické
faktory.", "GG:Pacienti s genotypem GG a nadorovym onemocnénim mohou
mit pfi 1é¢bé chemoterapii zalozenou na fluoropyrimidinech snizené riziko
Iékové toxicity ve srovnani s pacienty s genotypy AA a AG. Jiné studie
nepopisuji zadnou asociaci s l1ékovou toxicitou a chemoterapii na bazi
fluoropyrimidinu. Fluoropyrimidiny se c¢asto pouzivaji v kombinované
chemoterapii, jako je FOLFOX (fluorouracil, leukovorin a oxaliplatina).
Odpovéd na chemoterapii zalozenou na fluoropyrimidinech mohou ovlivnit i
dalsi genetické a klinické faktory."

CC:Pacienti s genotypem CC mohou mit 1) zvySené riziko zadvazné toxicity
ptfi 1écbé fluoropyrimidiny a 2) snizeny metabolismus fluorouracilu ve
srovnani s pacienty s genotypem TT. Pro tyto asociace vSak existuji
rozporuplné nebo negativni vysledky. Fluoropyrimidiny se ¢asto pouzivaji v
kombinované chemoterapii, jako je FOLFOX (fluorouracil, leukovorin a
oxaliplatina), nebo s dal$imi 1éky, jako je bevacizumab, cetuximab, raltitrexed.
Odpovéd na chemoterapii zalozenou na fluoropyrimidinech mohou ovlivnit i
dalsi genetické a klinické faktory. ,,CT:Pacienti s genotypem CT mohou mit
1) zvySené riziko zavazné toxicity pii 1écbé fluoropyrimidiny a 2) snizeny
metabolismus fluorouracilu ve srovnani s pacienty s genotypem TT. Pro tyto
asociace vSak existuji rozporupIné nebo negativni vysledky. Fluoropyrimidiny
se Casto pouzivaji v kombinované chemoterapii, jako je FOLFOX
(fluorouracil, leukovorin a oxaliplatina), nebo s dalsimi I¢ky, jako je
bevacizumab, cetuximab, raltitrexed. Odpoveéd’ na chemoterapii zalozenou na
fluoropyrimidinech mohou ovlivnit i dal§i genetické a klinické faktory. ",
"TT:Pacienti s genotypem TT mohou mit 1) sniZené, ale nikoliv chybé&jici
riziko zavazné toxicity pii 1é¢bé fluoropyrimidiny a 2) zvyseny metabolismus
fluorouracilu ve srovnani s pacienty s genotypem CC nebo CT. Pro tyto
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PGKB ID/rsID/Gen/
Populace

Klinicka anotace

Text anotace

PA166154805/
rs4986938/
ESR2/
Neznama

PA166157094/
rs3957357/
GSTAI,
GSTAG6P/
Neznama

PA166154249/
rs1695/
GSTP1/
Evropska

PA166155965/
rs10485828/
TUBBI1/
Neznama

Toxicita/ADR

Toxicita/ADR

Toxicita/ADR

Jiné

asociace v8ak existuji rozporuplné nebo negativni vysledky. Fluoropyrimidiny
se Casto pouzivaji v kombinované chemoterapii, jako je FOLFOX
(fluorouracil, leukovorin a oxaliplatina), nebo s dalsimi 1éCivy, jako je
bevacizumab, cetuximab, raltitrexed. Odpoveéd’ na chemoterapii zaloZzenou na
fluoropyrimidinech mohou ovlivnit i dalsi genetické a klinické faktory. "

CC:U pacientek s genotypem CC muze dojit k vySSimu zvySeni triglycerida
vyvolanému tamoxifenem u Zen po menopauze ve srovnani s pacientkami s
genotypem TT nebo CT. Odpovéd na tamoxifen mohou ovliviiovat i dalsi
genetické a klinické faktory.", "CT: Pacientky s genotypem CT mohou mit
niz$i tamoxifenem indukované zvySeni triglyceridi u postmenopauzalni zeny
ve srovnani s pacientkami s genotypem CC. Odpovéd na tamoxifen mohou
ovlivnit i dalsi genetické a klinické faktory.", "TT:Pacientky s genotypem TT
mohou mit niz8i tamoxifenem indukované zvySeni triglyceridi u
postmenopauzalnich Zen ve srovnani s pacientkami s genotypem CC.
Odpoveéd na tamoxifen mohou ovliviiovat i dalsi genetické a klinické faktory."
AA:Pacienti s genotypem AA mohou mit pii 1é¢bé cisplatinou a
cyklofosfamidem zvy$ené riziko anémie ve srovnani s pacienty s genotypem
GG. Odpoveéd na rezimy cisplatiny mohou ovlivnit i dalsi genetické a klinické
faktory.", "AG:Pacienti s genotypem AG mohou mit zvysené riziko anémie pii
1é¢be cisplatinou a cyklofosfamidem ve srovnani s pacienty s genotypem GG.
Odpoveéd’ na rezimy cisplatiny mohou ovlivnit i dal$i genetické a klinické
faktory.", "GG:Pacienti s genotypem GG mohou mit snizené riziko anémie pii
1é¢bée cisplatinou a cyklofosfamidem ve srovnani s pacienty s genotypem AA
nebo AG. Odpovéd na rezimy s cisplatinou mohou ovlivnit i dalsi genetické a
klinické faktory."

AA:Pacienti s genotypem AA a nadorovym onemocnénim, kteti jsou 1éceni
fluorouracilem, mohou mit vyssi riziko hematologické toxicity ve srovnani s
pacienty s genotypem GG. Riziko hematologické toxicity u pacienta
vystaveného fluorouracilu mohou ovlivnit i dalsi genetické a klinické
faktory,AG:Pacienti s genotypem AG a karcinomem, ktefi jsou léceni
fluorouracilem, mohou mit nizsi, ale nikoliv chybé&jici riziko hematologické
toxicity ve srovnani s pacienty s genotypem AA, nebo mohou mit vyssi riziko
hematologické toxicity ve srovnani s pacienty s genotypem GG. Riziko
hematologické toxicity u pacienta vystaveného plisobeni fluorouracilu mohou
ovlivnit i dal$i genetické a klinické faktory.", "GG:Pacienti s genotypem GG
a karcinomem, ktefi jsou lé¢eni fluorouracilem, mohou mit nizsi, ale ne zadné,
riziko hematologické toxicity ve srovnani s pacienty s genotypem AA. Riziko
hematologické toxicity u pacienta vystaveného piisobeni fluorouracilu mohou
ovlivnit i dalsi genetické a klinické faktory."

CC:Pacientky s genotypem CC a ER a/nebo PR pozitivnim karcinomem prsu
mohou mit snizené riziko zlomenin kosti pfi uzivani inhibitori aromatazy
anastrazolu a exemestanu ve srovnani s pacientkami s genotypem CG nebo
GG. Riziko zlomenin kosti u osob s ER a/nebo PR pozitivnim karcinomem
prsu pfi expozici exemestanu nebo anastrazolu mohou ovliviiovat i dalsi
klinické a genetické faktory,CG:Pacientky s genotypem CG a ER a/nebo PR
pozitivnim karcinomem prsu mohou mit zvySené riziko zlomenin kosti pii
expozici inhibitorim aromatdzy anastrazolu a exemestanu ve srovnani s
pacientkami s genotypem CC a sniZené riziko zlomenin kosti ve srovnani s
pacientkami s genotypem GG. Riziko zlomenin kosti u osob s ER a/nebo PR
pozitivnim karcinomem prsu pfi expozici exemestanu nebo anastrazolu mohou
ovlivnit i dal$i klinické a genetické faktory.", "GG:Pacientky s genotypem GG
a ER a/mebo PR pozitivnim karcinomem prsu mohou mit zvySené riziko
zlomenin kosti pfi expozici inhibitorim aromatdzy anastrazolu a exemestanu
ve srovnani s pacientkami s genotypem CG nebo GG. Riziko zlomenin kosti u
osob s ER a/nebo PR pozitivnim karcinomem prsu pii expozici exemestanu
nebo anastrazolu mohou ovliviiovat i dal$i klinické a genetické faktory."

Poznamky pod ¢arou: Klinicky validované varianty na vzorku populace 805 pacientek s nadorem prsu je oznacena tuénym pismem. *Varianta
rs1801160 (c.2194G>A) byla detekovana s jinou zaménou alel nezli u pacienti z dat PharmGKB (CC/CT/TT). Varianta rs1801160 je
povazovana za experimentaln¢ i klinicky validovanou coz doklada studie, kde byla zafazena mezi 24 funkénich variant farmakogenti (Kozyra
et al. 2017) k testovani vykonosti prediktort.
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Tabulka 4—2 Vysledky pro data mining z integrované databaze ,,PharmVarDownload“

pro gen CYPD2D6, haplotypy pro 2 varianty (rs1065852, rs28371725),
#version=pharmvar-1.1.9.2

haplotyp Gen rsID refsequence start stop REF ALT konsekvence
CYP2D6%44  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*4B  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*4C ~ CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*4D  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*4E  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*4F ~ CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*4G ~ CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*4H ~ CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*4]  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*4K ~ CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*4L  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*4N  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*4P  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*10A  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6¥10B  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*10D  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*14A  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*36  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*37 ~ CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*41 ~ CYP2D6 1528371725  NC_000022.10 42523805 42523805 C T substituce
CYP2D6*47 ~ CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*49  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*52  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*54  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*56B  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*57 CYP2D6 131065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*64 CYP2D6 131065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6%65 CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*69 CYP2D6 1528371725  NC_000022.10 42523805 42523805 C T substituce
CYP2D6*69 CYP2D6 131065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*72 CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*87 CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*91 CYP2D6 1528371725  NC_000022.10 42523805 42523805 C T substituce
CYP2D6*94A  CYP2D6 151065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
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haplotyp Gen rsID refsequence start stop REF ALT konsekvence
CYP2D6*94B CYP2D6 rs1065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*95 CYP2D6 rs1065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*99 CYP2D6 rs1065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*100 CYP2D6 rs1065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce
CYP2D6*101 CYP2D6 rs1065852 NC_000022.10 42526694 42526694 G A substituce

Kombinaci ziskanych dat z PharmGKB a PharmVar databazi pro statisticky vyznamné varianty

a v konkordanci s metaprediktorem CADD bylo vybrano celkové 28 variant do faze validace

(viz Tabulka 4—3).
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Tabulka 4—3 Vybrané PGx (PharmGKB, PharmVar) varianty pro fazi validace (n = 28) a zaroven predikované jako Skodlivé dle nastroje
CADD (n=38)

HGVS Klasifikace Odpovéd na

Gen HGVS . . rsID ClinVar DFS? a2 Funkce? AF* ExAC3 NCMG?¢
protein Annovar lécbu
ABCBI . . intron 152032583 . 0,03 PA166157317 0,106 0,123 0,093
ABCCI c.*1512T>C . UTR3 rs212091 . 0,05 PA166154987 0,18 . 0,114
ABCCI c.*¥543C>T . UTR3 1s3743527 . 0,05 PA166155049 0,205
AKR7A42 c.424G>A p-A142T NS rs1043657 . 0,01 PAngl]g]l)794; 0,095 0,093 0,081
AKTI . . intron rs3803304 . 0,05 PA166154802; 1f 0,292 . 0,289
ATP7A4 ¢.2299G>C p-V767L NS rs2227291 benigni 0,003 PAlg6Al]§]7)866; 0,26 0,217 0,225
CDA c.79A>C p-K27Q NS 12072671 . 0,01 PA166153667 0,362 0,343 0,296
CESI c.-75T>G . UTRS5 rs3815583 . 0,038 PA166155058 0,202 . 0,162
CESI c.224G>A p-S75N NS 152307240 . 0,01 PA166155039 0,067 0,054 0,063
CMPK1 c.22G>C p-G8R NS 157543016 . 0,05 PA166153793 0,451 0,538 0,32
CYP2C9 . . intron 11934969 . 0,03 PA166153986 0,613 . 0,658
ravde PA166156062;
CYP2D6 .100C>T p.P34S NS rs1065852 pravaep. 0,021 PharmVar; 0214 0,249 0,206
benigni
CADD
CYP2D6 ¢.985+39G>A . ncRNA intron rs28371725 . 0,011 PAL66156155; 0,059 0,095 0,084
_ PharmVar
CYP2EI c.1263T>C p.F421F synonymni 1s2515641 benigni 0,03 PA1C621]§]4;017; 0,856 0,887 0,88
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HGVS

Klasifikace

Odpovéd na

Gen HGVS . 1 rsID ClinVar DFS? a2 Funkce? AF* ExAC3 NCMG?¢
protein Annovar 1écbu
DPYD c2194G>A  p.V732I NS rs1801160  Pravdep. 0,02 PA166153647; 45y 0,047 0,045
benigni CADD
. pravdép. PA166153874;
DPYD c.1896T>C  p.F632F synonymni rs17376848 benigni 0,03 CADD 0,057 0,037 0,047
DPYD c496A>G  p.MI66V NS 152297595 Odﬁggii‘:) na PAS%Z%%%; 0,148 0,103 0,125
DPYS intron 152669429 0,01 PA166157579 0,54 0,557
ESR2 c.*39G>A UTR3 rs4986938 0,05 PA166154805 0,371 0,379 0,347
GSTAI ¢.-9630T>C UTR5 1s3957357 0,047 PA166157094 0,591
GSTA2 ¢335G>C p.S112T NS 152180314 0,017 PA166157020 0,592 0,59 0,581
GSTPI c313A>G p.1105V NS rs1695 "dl;g;ev‘i 10,05 PA166154249 0,329 0,319 0,32
PPARG c.1347C>T  p.H449H synonymni 153856806 ‘gea:i‘;ﬁ' 0,046 PA166156388 0,12 0,125 0,133
SLC2241  ¢.1222A>G  p.M408V NS rs628031 0,028 PA166156933 0.6 0,592 0,605
SLC2843 ¢338A>G  p.Y113C NS rs10868138 0,022 PA‘gf:SZ)sz“; 0,067 0,085 0,091
SLC241 ¢.*462G>C UTR3 rs4658 benigni 0,01 PA166153544 0,21 0,178
SLCOIA2 Tséi?s?x UTRS rs3834939 0,05 PA166163600 0,295
TUBBI c.*817G>C UTR3 rs10485828 0,03 PA166155965 0,212

Poznamky pod ¢arou: 'NS = nesynonymni; ’p-hodnota uvedené pro klinické asociace; *Pfedpovéd’ zaloZzena na kombinaci farmakogenomickych databazi PharmGKB (oznadeni "PA" znamena

konkrétni onemocnéni, geny a 1é¢iva v databazi), PharmVar a in silico nastroji: CADD v piipadech $kodlivé predikce; MetaLR/SVM (,,D* = deleterious = $kodliva), “MAF = hlavni frekvence
alel v testovacim souboru; Exome Aggregation Consortium, alelické frekvence v Evropské (bez Finské) populace; “Narodni centrum lékaiské genomiky, alelické frekvence v bézné Ceské
populaci. Varianty oznacené kurzivou nebylo mozné validovat z divodu selhavani detekéni techniky i navzdory nékolika pokustim optimalizace metody. Klinicky validované varianty na vzorku

populace 805 pacientek s nadorem prsu jsou oznacena tuénym pismem.
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Dalsi vyuzitou farmakogenomickou databdzi byla, an Adverse Drug Reaction Classification

System-Target, ADReCS-Target (http://bioinf.xmu.edu.cn/ADReCS-Target) (Huang et al. 2018),

ktera poskytuje komplexni informace o nezadoucich reakcich 1é¢iv zpisobenych interakei 1€¢iv s
proteinovymi, genovymi a genetickymi variacemi. Filtrace dat nasledovala vybér 1éCiv v souladu
s farmakoterapii administrovanou pacientkam nasi studie. Varianty uvedené v tabulce nize (viz
Tabulka 4—4) jsou omezeny pouze na statisticky korelované varianty ve vztahu k 1écbé anebo
délce preziti.

Data z databaze PheWas Resources (phenome-wide association studies) byla filtrovana opétovné
v souladu s farmakoterapii nami sledovanych pacientek, a tudiz pro antineoplastickd 1éciva a
statisticky vyznamné varianty (viz Tabulka 4—5). Pro vybrané varianty databaze neuvadéla

fenotypovou asociaci ve statistické vyznamnosti na hladin¢ alfa 5%.

ADReCS-Target

Tabulka 4—4 Vysledky pro data mining z integrované databaze ,,ADReCS-Target* pro
variantu (rs1695) pro gen GSTPI

ID varianty ADR (“adverse drug Toxicita dle ADReCS- 1é¢ivo Organismus
reaction”) Termin Target
151695 Porucha krve Hematologick4 toxicita, fluorouracil clovek
neutropenie
rs1695 Tinnitus Tinnitus, porucha sluchu, cisplatina ¢loveék

Raynaudiv syndrom

151695 Gastrointestinalni Hematologicka toxicita, fluorouracil clovek
toxicita gastrointestindlni toxicita

rs1695 Gastrointestinalni Vyznamné zvySeni fluorouracil potkan
toxicita produkce tumor

nekrotizujiciho faktoru
alfa a snizeni hladin
glutathionu a aktivity
glutathionreduktazy po
1é¢bé racematem a (R)-(-)-
ketoprofenem

Varianta rs1695 je povazovana za experimentalné i klinicky validovanou coz potvrzuje studie, kde
byla zafazena mezi 24 funk¢nich variant farmakogeni (Kozyra et al. 2017) k testovani
prediktivnich metod.
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PheWAS
Tabulka 4—5 Databaze PheWAS obsahovala jednu z prioritizovanych variant bez
statistické korelace k antineoplastické 1é¢bé zpiisobujici neZadouci u¢inky v pirepo¢tu na 205
pripadu.

basepair gene rsID phewas_string cases  odds ratio p
Antineoplastické a
imunosupresivni 1é¢iva
NULL BAK1 rs210134 zpusobujici nezddouci ucinky 205 0,9654 0,7531

4.1.2. In silico predikce

Sekven¢ni sada nastroji

Pro funkéni predikcei nesynonymnich variant byla sestavena samostatna sada nastroji vyuzivajici
algoritmy sekvencnich srovnéni. Algoritmus sady neni zaloZen na metodach strojového uceni, a
ptekondva tak obavy z kruhovosti typu 2 v disledku nedostatecného rozliSeni ¢i nepoméru
Skodlivych od neutralnich variant daného proteinu a genu v trénovacim souboru dat (Grimm et al.
2015). Pro interpretaci predikce byl pouzit ptisny konsenzus ve vysledcich vSech nastroji za
vylouc€eni vSech variant s chybé&jici predikci miniméln€ v jednom z nastroji. Tato sada zahrnuje
nasledujici softwarové ndstroje a podminku pro predikci, ptipadné mezni hodnotu uvedenou
v zavorce: MutationAssessor (H/M = funkéni), SIFT (D: skodliva < 0,05), LRT (D: ,,8kodliva®) a

Provean (D: ,,8kodliva®).
Tabulka 4—6 Varianty predikované in silico sekven¢ni sadou pro fazi validace (n = 3)

a.) frekvence ve 3 popula¢nich datech (pacientky studie (MAF), obecna Evropska (ExAC)
a Ceska populace (NCMG))

Gen HGVS Iﬂgﬁ K/i?}igf:rﬁe rsID DFS? Odll’g’é‘{fu‘f " MAF ExAC*  NCMG’
EPHX? c662G>A  pR221Q NS 751141 0,03 0114 0095 0,115
PIK3C2G ~ ¢2732C>T  pP9llL NS 112312266 0,04 0205 0298 0242
UGT241 c949G>A  p.G3ITR NS 154148301 0,033 011 009 0,104

Pozndmky pod ¢arou: 'NS = nesynonymni; 2p-hodnota uvedend pro klinické asociace; *MAF = hlavni frekvence alel v testovaném
souboru; “Exome Aggregation Consortium, alelické frekvence v Evropské (bez Finské) populace; *Narodni centrum lékatské
genomiky, alelické frekvence v bézné Ceské populaci
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Tabulka 4—7 Varianty predikované in silico sekvenéni sadou pro fazi validace (n = 3)

b.) vysledky jednotlivych nastroji

rsID Pozice varianty Alela (SSkI(I):r'l;) LRT MutationAssessor ~ PROVEAN SIFT
15751141 8 ‘2277337733886655 - A §1ng101;51 D M D D
si3I06  GEeRT T él(‘(‘)”dolgé D M D D
rs4148301 477(?f§22(?:22 . T skodliva (0) D H D D

Poznamky pod ¢arou: D=8kodliva, M=stfedni a H=vysoka hodnota pravdépodobnosti Ze je varianta $kodliva

TargetScan, Meta SVM/LR, CADD, Nexus IW score, RegulomeDB a dbscSNV

Vybér in silico nastrojii byl zaloZen na rozsahu predikce pro dany software se zamérem zajistit
predikci pro vSechny typy variant v naSem souboru, tj. pro kodujici i nekddujici. Biologické cile
miRNA a konzervovana mista dané varianty (3 -nepiepisovany konec - UTR3) byly porovnany
pomoci programu TargetScan (verze 7.2, Cambridge, MA, USA). Pro nesynonymni varianty a
varianty sestfihového mista tzv. ,splice site“ poskytl Annovar bindrni predikci pomoci
ansamblového skore MetaSVM/LR a dbscSNV skore. Nastroj CADD v1.3 (mezni hodnota > 19,
VEP) byl zvolen pro vSechny typy variant (tj. kodujici, nekddujici SNV a kratké inzerce/delece).
CADD poskytl spolecné s metaprediktorem MetaSVM/LR doplitkové skore k souboru nsSNVs
vzhledem k omezeni vybéru predikce pouze sekvenéni sadou, kterda opomiji na rozdil od
metaprediktoril predikci strukturalni zmény v proteinu. Znamé regulaéni prvky v mezigenovych
(,,intergenic®) oblastech napt. ,,DNéazova“, tj., endonukledzova hypersenzitivita, vazebnd mista
transkripénich faktorii a promotorové oblasti, které byly biochemicky charakterizovany jako
dalezit¢ pro regulaci transkripce, byly piedpovézeny za Skodlivé pomoci skore nastroje
RegulomeDB (Boyle et al. 2012) za podminky spliujici klasifikaéni kategorii 1. Tyto varianty
byly povazovany za pravdépodobné ovliviiujici vazbu na transkripéni faktory a expresi cilového
genu. Déle byl pouzit komplexni webovy ramec IW-Scoring (https://snp-nexus.org/IW-Scoring/)
(Wang et al. 2018b). IW skore (p-hodnota < 0,05) urcuje skodlivost pro znamé (IW skore K11) a

nové (IW skore N8) nekodujici a kodujici synonymni varianty.
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Tabulka 4—8 Vybrané varianty pro fazi validace (n = 22) predikované za Skodlivé dle in silico nastroju (bez sekven¢niho setu) pripadné
dle klinickych dat v ClinVar (n=1)

HGVS Klasifikace Odpoveéd na

Gen HGVS . 1 rsID ClinVar DFS? 2 Funkce® AF* ExAC® NCMG®
protein Annovar lécbu
ABCAI3 ¢.3603A  p.N186 NS 151801466 pravdép. 0,03 D; CADD 0,105 0,066 0,065
>T 81 benigni
ABCBS } . intron 153214587 . 0,01 m‘R3'g70' 0,115
ABCC3 . . intron rs4148413 . 0,002 1f, PINES 0,168
ABCC6 C'ZE%S C p'PI? 45 synonymni 152856585 skodliva 0,03 ClinVar 0,064 0,099 0,044
AHRR ) . intron 152013782 . 0,02 1f 0,587 0,623 0,597
o 1f, PINES,
BAK1 dist=114 . downstream rs210134 . 0,033 PheWAS 0,75
BIRC7 °'52]§C> p.sg 76 synonymni 152273487 . <0,001 b 0,486 0,467 0,464
o
BLK 53667C> . UTRS 15922483 benigni 0,023 1f 0,229
T
CYP2EI ) . intron 152070677 . 0,05 1f 0,856 . 0,867
ENOSF1 . . intron 12612083 . 0,01 1f 0,381 . 0,322
EPHX2 dist=55 . downstream rs4149259 . 0,03 1f 0,167
GSTPI ) . intron 15762803 . <0,001 1f; PINES 0,386 0,40 0,323
c.*4476
IRS1 AaG . UTR3 152288587 . 0,05 1f 0,057
MADD . . intron rs10501320 . 0,05 IW; PINES 0,281 . .
PIP4K2B ) . intron 152075061 . 0,02 1f 0,605 . 0,592
¢.*¥5977
PPARA o . UTR3 159626814 . 0,019 1d 0,101
P
RALBPI ¢ foG . UTR3 r$3322 . 0,03 If 0,095 0,09 0,072
c.*¥1287 IW, miR-
RARB G . UTR3 151058378 . 0,013 ‘65 0,091 . 0,083
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Gen HGvs ~ HGVS Klasifikace rsID ClinVar DFS? Odpovéd'na gy ces AF* ExAC’ NCMG®
protein Annovar lécbu
RPTOR c.90T>C  p.F30F synonymni 1s61750765 0,03 W 0,238 0,12 0,142
c.*1105
RRAGD UTR3 rs1555403 0,019 If 0,238
T>A
DFFB intron rs4376673 0,04 0,047 PINES 0,909 0,947 0,901
DFS +
odpovéd
NR5A2 dist=45 upstream 152816948 0,05 0,036 PINES 0,13
DFS +
odpovéd
KCNABI intron rs2293194 0,04 0,013 PINES, 0,476
DFS +
odpovéd

Poznamky pod ¢arou: 'NS = nesynonymni; p-hodnota uvedena pro klinické asociace; *Pfedpovéd’ zaloZena na kombinaci farmakogenomickych databazi, napt. PheWAS (p-hodnota = 0-75),
ClinVar (uveden v piipadech skodlivé predikce a nastroji in silico TargetScan (miRNA napt. miR-665), MetaLR/SVM (D = skodliva), CADD (uveden v piipadech skodlivé predikce), Nexus IW
(IW, p-hodnota < 0,05); nebo RegulomeDB (znageni kategorie ,,&islo a pismeno*), PINES (p-hodnota < 0,05); “MAF = hlavni frekvence alel v testovacim souboru; SExome Aggregation
Consortium, alelické v Evropské (bez Finské) populace; Narodni centrum 1ékaiské genomiky, alelické frekvence v b&zné Ceské populaci, *nesignifikantni. Variantu oznadenou kurzivou nebylo
mozné validovat z divodu selhavani detekéni techniky i navzdory nékolika pokustim optimalizace metody. Klinicky validované varianty na vzorku populace 805 pacientek s nddorem prsu jsou

oznacena tuénym pismem.
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Predikované microRNA, konkrétné¢ miR-665 se nachdzela na pozici mista 7mer-m8 a miR-670-
3p na misté 7mer-Al.

Nastroj dbscSNV (dbNSFP 3.5a), poskytujici skore pro nekddujici a synonymni kodujici
varianty, predikoval varianty, které nebyly statisticky vyznamné ve vztahu k odpovédi na [é¢bu

nebo DFS. Nesplnil tak podminku prioritizace variant pro validacni sadu.

MaxEntScan a TFBP (VEP)

Software VEP umoznil predikci sestfihového defektu dle oznaceni varianty ve vysoké
informacéni pozici profilu vazby transkripcnich faktor (TFBP). Varianty donort/akceptort
sestfthu byly anotovany nastrojem MaxEntScan zaloZenym na principu maximalni entropie a
neuronovych siti se skore pro referencni a alternativni varianty. Vyss§i skore v MaxEntScan
znamenalo vy$s$i pravdépodobnost, Ze sekvence je skute¢nym mistem sestiihu.

Ze statisticky vyznamnych nekodujicich variant ve vztahu k odpovédi na 1é¢bu, molekularnimu
subtypu ¢i DFS bylo predikovano 6 variant néstroji MaxEntScan anebo TFBP (VEP) Tabulka
4—9. Pro tyto varianty vSak heterozygotni genotyp prezentoval statisticky vyraznéjsi vliv ve
srovhani s obéma homozygoty, procez byly vylouceny z koneéného souboru statisticky

vyznamnych variant uréenych k validaci.

Tabulka 4—9 Varianty predikované nastroji MaxEntScan a z TFBP (VEP)

parametr rsID

DFS

MaxEntScan 15609290
Odpovéd’ na 1écbu

TFBP rs9658058
Molekularni subtyp

TFBP rs201711208
TFBP rs34372448
MaxEntScan rs3892097
MaxEntScan 15776746

PINES

PINES poskytl sefazeny seznam vyznamnosti predikce nekodujicich variant (nevazena hodnota)
s funkéni charakteristikou ovlivnénou daty pro jaterni tkan (vdZend hodnota) a jatra jakoZto
hlavni cilovy organ biotransformace 1é¢iv. Vyznamnost predikce hodnocena na hlading alfa =

5% (Bodea et al. 2018).
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Tabulka 4—10 Varianty (n = 7) predikované in silico nastrojem PINES

SNP_ID Nevazena hodnota Vazena hodnota
rs10501320 0,000846667 0,000846667
rs210134 0,002466667 0,002466667
rs2293194 0,03448667 0,03448667
152816948 0,02390667 0,02390667
14148413 0,03230667 0,03230667
rs4376673 0,00304 0,00304
13762803 8,00E-05 8,00E-05

Klinicky validované varianty na vzorku populace 805 pacientek s
nadorem prsu jsou oznaceny tuénym pismem

Klinicky vyznamné varianty v odpovédi na 1é¢bu a délce preziti

Do sady prioritizovanych variant byly pfidany 4 intronové varianty vykazujici silnou statistickou
a klinickou korelaci, jak v nedostatecné dopovédi na 1é€bu, tak zkracenim casového obdobi bez
nemoci. Tyto varianty neziskaly Zadnou in silico evidenci v predikci Skodlivosti dle vybranych
nastroji.

Tabulka 4—11 Statisticky a klinicky vyznamné varianty pro fazi validace (n = 4) bez

podpory evidence z farmakogenomickych, pripadné klinickych databazi a in silico
predikce

Gen HGVS HGVS Klasifikace 4y pypgi Odpoved na Funkce  AF4? ExAC’ NCMG*
protein Annovar 1écbu
ABCBS5 . . intron $11983326 0,04 0,038 DES N ) 0,279 0,297 0,246
odpoved
CESI . . intron §76336259 ),001 0,046 DES + ) 0,063 . 0,06
odpoved
CYP4F12 . . intron 512460651 0,02 0,029 DES N , 0,882
odpoved
. DFS +
SLCOICI . . intron $34288910 0,03 0,028 o 0,144 0,128 0,152
odpoved

Poznamky pod &arou: 'p-hodnota uvedena pro klinické asociace; 2MAF = hlavni frekvence alel v testovacim souboru; *Exome
Aggregation Consortium, alelické frekvence v Evropské (bez Finské) populace; “Narodni centrum 1ékatské genomiky, alelické
frekvence v b&zné Ceské populaci.
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4.2. Vysledky valida¢ni studie ¢astych variant

Zaucelem ovéfeni klinickych souvislosti zjisténych v testovaci fazi byly varianty hodnoceny na
zéklad¢ odpovédi a preziti pacientek ve valida¢nim souboru. VSechny homozygotni genotypy
pozorované u mén¢, nez péti pacientek byly pro zvyseni statistické sily srovnani seskupeny s
odpovidajicim heterozygotnim genotypem. V panelu 509 farmakogenti a genli souvisejicich
s 1éCivy u pacientek s karcinomem prsu, pouze minoritni ¢ast (viz Tabulka 4—12), dtlezita z
hlediska individualizované terapie, byla potvrzena ve valida¢ni studii. VSechny validované

varianty byly rovnéz predikované za skodlivé aspoi jednim ze zvolenych néstroji.

Tabulka 4—12 Seznam variant ovéfenych ve fazi validace (n =7)

HGVS Klasifikace Odpoved
Gen protein Annovar' rsID ClinVar  DFS?> nalétbu?>  Funkce? AF* ExAC’ NCMG®
ATP7A  p.VT67L NS rs2227291  benigni 0,003 PAISTSZ)S“; 026 0217 0,225
pravdep. .
DPYD p-V7321 NS rs1801160 0,02 PAI&TS%‘SM’ 0,052 0,047 0,045
benigni
SLC2843 p.Y113C NS rs10868138 . 0,022 PA 1321];5]7)820; 0,067 0,085 0,091
PINES
DFFB . intron rs4376673 . 0,04 0,047 DFS + 0,909 0,947 0,901
odpovéd
pravdep. PA166153874;
DPYD p-F632F  synonymni  rs17376848 0,03 0,057 0,037 0,047
benigni CADD
IRS1 . UTR3 rs2288587 . 0,05 If 0,057
PINES,
KCNABI1 . intron rs2293194 . 0,04 0,013 DFS + 0,476
odpovéd

Pozndmky pod ¢arou: 'NS = nesynonymni; *p-hodnota uvedena pro klinické asociace; Predpovéd’ zaloZend na kombinaci
farmakogenomickych databazi, napt. PharmGKB (oznacdeni "PA" znamena konkrétni onemocnéni, geny 1é¢iva v databazi) a
in silico nastrojti: CADD v ptipadech skodlivé predikce, RegulomeDB (znaceni skore ,,Cislo a pismeno® zde 1f) a PINES (<
0,05); “MAF = hlavni frekvence alel v testovacim souboru; *Exome Aggregation Consortium, alelické frekvence v Evropské
(bez Finské) populace; *Narodni centrum 1ékaiské genomiky, alelické frekvence v b&zné Ceské populaci.

Ctyfi varianty v genech SLC2843, ATP7A, KCNABI a DFFB souvisely s odpovédi pacientek na

neoadjuvantni cytotoxickou lé¢bu (Tabulka 4—13).
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Tabulka 4—13 Validované varianty vyznamné asociujici s odpovédi pacientek na
neoadjuvantni cytotoxickou 1é¢bu ve validaéni fazi

Odpovéd B
SNV/Gen Genotyp PO . odpovédi p-hodnota p-hodnota adj.*
na lécbu i1
na lécbu
rs10868138/
0,013 0,266
SLC2843
Casty 102 a1
homozygot
Vzéicna
alela’ 2 !
1s2227291/
0,001 0,004
ATP74
Casty 88 16
homozygot
Heterozygot 29 24
Vzacny 9 5
homozygot
rs2293194/
0,003 0,030
KCNABI
Casty 42 9
homozygot
Heterozygot 66 17
Vzacny 19 17
homozygot
rs4376673/
0,007 0,017
DFFB
Casty 115 32
homozygot
Vzicna
alela3 12 1

Poznamky pod &arou: ! poéty pacientek s odpovédi na 1é¢bu (kompletni nebo parcialni remise) anebo bez odpovédi na 1é¢bu
(stabilni nebo progresivni onemocnéni); > p-hodnota Pearsonova testu; > pii absenci vzacnych homozygotl v Zadné ze
srovnavanych skupin byl hodnocen vliv vzacné alely; # upravena p-hodnota multivaria¢ni logistickou regresi upravenou podle
stadia onemocnéni.

Dalsi ti1 varianty v genech DPYD a IRS1, z nichZ pouze jedna byla vyznamna, lze povazovat za
prognostické z hlediska DFS po cytotoxické 1é€bé. V multivariani analyze Coxovou regresi
upravenou podle grade karcinomu, stddia onemocnéni a stavu exprese hormonalnich receptorti
byla vzacna alela rs1801160 v DPYD spojena s vyznamnym nartstem rizika sniZeni obdobi bez
recidivy onemocnéni (HR = 2,58; 95 % CI = 1,48-4,50; p = 0,001), ale dalsi dv¢ varianty
(rs17376848 rovnéz v DPYD a 1s2288587 v IRS1) byly jiz nevyznamné (p = 0,071 ap =0,115).
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Tabulka 4—14 Validované varianty vyznamné asociujici s odpovédi pacientek vzhledem k
molekularnimu podtypu karcinomu

SNV/Gen Genotyp Luminalni A! Luminalni B! HER2? TN 23
rs1801160/ NS <0,001 NS 0,018
DPYD 3
Casty homozygot 90 150 33 63
Vzacn4 alela’ 11 16 3 3
rs17376848/ NS NS 0,012 NS
DPYD 5
Casty homozygot 88 146 33 59
Vzacn4 alela’ 13 20 3 7
rs2288587/ 0,002 NS NS NS
IRS1 5
Casty homozygot 93 150 33 57
Vzéacn4 alela’ 7 14 3 8

Poznamky pod &arou: ! V pfipadé neptitomnosti vzacnych homozygotii v Zadné ze srovnavanych skupin byl hodnocen vliv
vzécné alely; 2 p-hodnota podle log-rank testu a podty pacientek; NS = nevyznamny
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4.3. Vysledky studie proveditelnosti — vzacné varianty

Bioinformaticka funkéni predikce odhalila 1080 vzacnych nsSNV u 365 z 509 sekvenovanych
genl. Z téchto gend bylo 34,5 % (n = 126) postizeno pouze jednou vzicnou nsSNV, tj.
singletonem. Celkem 7,8 % (n = 84) vzacnych nsSNV bylo novych, tj. postradajicich referencni
¢islo v dbSNP151. Frekvence alel pro 13,1 % ze zjisténych nsSNV (n = 141) chybéla v etnicky
blizké populaci (databaze EXAC — NFE) a pro 12,3 % variant (n = 133) v Ceské zdravé populaci
(databaze NCMG). Nejvyssi pocet variant na chromozom a gen byl zjistén u chromozomu 13 s
25 nsSNVs ve Ctyfech genech. Na tirovni gent byl nejvyssi pocet nsSSNVs u gentt ABCA13 (n =
34), ABCA4 (n=21) a ABCCI (n =14).

Patogenni sada

Po filtraci Grovné 1 (tj., benigni soubor) a nasledn€ urovné 2 (tj., vyfazeni unikatnich gent) bylo
nejvyssi patogenni skore ziskdno algoritmy fizenymi umélou inteligenci (REVEL, MetaSVM a
CADD) a MutationAssessor pro pét (36 %) gent (CFTR, ABCCI, SLC22A1, TUBBI a ABCAI;
viz Graf 4—2 (A). Po upravé vysledka na délku genu ziistal pouze jeden gen SLC2241 (5 %)
klasifikovany v§emi ndstroji jako nejvice patogenni viz Graf 4—2 (B). Seznam genil patogenni
sady je uveden v dopliikovém materidlu k ¢lanku (Kovacova et al. 2024) (Supplementary Table
S5, A). Kone¢ny soubor prioritnich gent a celkové skore pro kazdy gen jsou uvedeny v tabulkach

(Tabulka 4—15, Tabulka 4—16).

Benigni sada

Ve filtraci predikce 1. arovné bylo 300 gentli piedpovézeno jako benigni (délka genu 3785 + 2553
bp, primér £+ SD). Celkem 737 nsSNV (nové detekovanych, n=50, 6,8 %) bylo v deseti nejcast&ji
mutovanych genech rozloZeno v rozmezi 7-23 nsSNVs na gen. Zde bylo identifikovano 95 genti
(4533 bp + 3143, pramér + SD) s alespoii 3 nsSNVs na gen. Sest genti (4BCA13, ABCAI2,
NCOR2, PIK3C2B, CIT a ABCA4) bylo spole¢né ptedpovézeno s patogennimi geny a dva geny
(ABCA4 a ABCC2) byly spolecné se soubory normalizovanych gent, a proto byly vylou€eny, viz
doplikovy materidl k ¢lanku (Kovacova et al. 2024) (Supplementary Table S5, A a B).
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Graf 4—2 Venniiv diagram shodné predikovanych genii po filtraci Grovné 1 a 2, (A)
prediktory fizené strojovym ucenim, tj. REVEL, MetaSVM a CADD ve srovnani s
MutationAssessor (MA); (B) prediktory fizené umélou inteligenci a MutationAssessor sefazené
dle znormalizované hodnoty poméru patogennich gentt (GPR). Legenda ,.count urcuje
zabarveni diagramu dle poctu sdilenych genti (R script, knihovna: ggVennDiagram, ggplot2).

Tabulka 4—15 Ziskana vaha diikazi patogenity gent

Velmi vysoka Vysoka Stredni Nizka
(++++) (+++) (++) (+)
skore: 8-7 skore: 6-5 skore: 4-3 sk'ore’: 502 a/ nebo PGx
silné dikazy
SLC2241 TUBBI CYP4F3 DPYD
skore: 8 skore: 6 skore: 4 PGx silné dikazy
PGx VIP gen
skore: 2
ABCCI CFTR ABCC4 CYP2D6
skore: 7 skore: 6 skore: 4 PGx silné dikazy
PGx PGx VIP gen
ClinVar VIP gen skore: 0
ABCB6 ABCAI
skore: 5 skore: 4
SLC22418 ATP7B
skore: 5 skore: 3
ABCA9
skore: 3
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Tabulka 4—16 Kone¢ny soubor nejlépe hodnocenych gent a pocet variant (nsSNV) ve
srovnani s pomérem genovych variant (GVR) a pomérem patogennich genti (GPR) pro
kazdy nastroj.

Gen
(celkovy pocet GPR GPR GPR GPR
nsSNVs; Pocet GVR .

. , ) REVEL MetaSVM CADD MutationAssessor
pocet novych nsSNVs pacientek
ABCCI (14,;0) 26 2.15 1.54 1.54 1.85 1.54
ABCAI (11;1) 19 1.05 0.29 0.48 0.67 0.38
TUBBI (7:1) 13 2 0.86 1.43 2 2
CFTR (12;1) 16 1.96 1.79 1.79 1.63 1.14
CYP4F3 (6;1) 6 2.01 1 1.34 1 1.34
SLC2241 (8,0) 26 4.2 1.57 2.62 3.67 3.15
ABCB6 (7:1) 13 2.41 2.06 2.06 2.06 1.03
ABCC4 (11;0) 13 3.86 1.4 1.05 NA 1.05
ATP7B (7;1) 10 1.16 1 0.83 0.83 0.66
SLC22418 (5;1) 9 3.24 1.95 NA 2.59 2.59
ABCAY (7:1) 7 1.1 0.63 0.63 0.63 0.63

Poznamky pod carou: Gene (GVR) byl vypocitan na urovni genti pro celkovy pocet nsSNV. zjisténych u pacientek s karcinomem
prsu ve studii na gen a délku genu. Gen (GPR) byl vypocten jako celkovy pocet patogennich nsSNVs na délku genu.
piedpovézenych uvedenym nastrojem a délkou genu. NA - neni k dispozici

B.) Farmakogenomické analyza

Varianty souvisejici s PGx byly identifikovany u vice nez 26 % pacientek s karcinomem prsu ve
studii. PharmVar v soucasné dobé& obsahuje 25 genl (kvéten 2023), vSechny kromé¢ jednoho
(NUDT15) jsou sdilené s genovym panelem studie. Exonové varianty uréené pro snizenou funkci
DPYD (n=2) a CYP2D6 (n=3) byly identifikovany u 16 % pacientek v naSem souboru dat viz

Tabulka 4—17). Varianty vyrazné¢ sniZzujici nebo zvySujici funkci genu nebyly identifikovany.

Data mining v databazi ClinVar s filtrem pro ,,odpovéd’ na Ié€ivo*, poskytlo potencialné dalezité
varianty u 12 pacientt. (opétovné v genu) CYP2D6 a ABCC1 (viz Tabulka 4—17). Ziskana vaha
dikazii patogenity genti a konecny soubor prioritnich genti véetné celkového skore pro kazdy
gen jsou uvedeny v tabulkéach (viz Tabulka 4—15 a Tabulka 4—16).

Frekvence alel pro nsSNV pacientek s karcinomem prsu v prioritizovanych genech byla
srovnatelna z hlediska stanovené prahové hodnoty, tj. pod MAF<0,05 s udaji z ExXAC-NFE a
NCMG.
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Tabulka 4—17 PharmVar and ClinVar "odpovéd’ na léCivo'" data mining

rsID/t CPIC
Gen /P HGVS (GRCh37) ALFA!  Klinicki Ref  Alt Poget pacientek
varianty
Funkce
PharmVar
1s67376798% T=0.995 nivena
nesynonymni NC_000001.10:.97547947T>A S snuze T A 1
A=0,005 funkce
DPYD SNV
rs36038477/ C=0980 snizend
synonymni NC_000001.10:.98039419C>T 4 C T 4
T=0,019 funkce
SNV
rs1081003/*10 . G=0,972 snizena 4
synonymni SNV NC_000022.10:2.42525756G>A A=0028 funkee G A 5
rs5030656/*109 CTT=0.02  snizena
CYP2D6 non-frameshift NC_000022.10:2.42524178 42524180del ’ CTT - 2
2 funkce
delece
1$79292917/*59 . C=0,995 snizena
synonymni SNV NC_000022.10:2.42523854C>T T=0.005 funkee C T 5
ClinVar
rs5030655/*6 A= 0.999
frameshift NC 000022.11:2.42129084del PPV NA A - 2
=0,0017
delece
CYP2D6
1s35742686/*3 T=0.986
frameshift NC_000022.11:2.42128242del -0 0i4 NA T - 4%
delece ’
rs45511401/ G=0.954
ABCC1 nesynonymni NC_000016.10:2.16079375G>T P NA G T 7*
SNV T=0,0484

Poznamky pod ¢arou:
'ALPHA verze: 20201027095038, Evropské populace
2Klinicky vyznam v "odpovédi na 1é¢ivo" podle ClinVar alely s hvézdic¢kou (*) *3/6/59 CYP2D6 (referenéni material

vytvofeny PharmGKB a CPIC)
# 2 pacientky s kombinaci variant rs56038477-rs35742686 a rs1081003-rs45511401

NA - neni k dispozici

C.) Statisticka asociace s klinickymi parametry

Pacientky s pfitomnosti patogenni varianty v genu CFTR méli vyznamné kratSi preZziti bez

onemocnéni (Log Rank, Mantel-Cox, p = 0,002) a celkové pteziti (Log Rank, Mantel-Cox, p =
0,006) ve srovnani s pacientkami bez nsSNV (viz Graf 4—3). Studie odhalila CFTR jako

potencialn¢ dulezity gen korelujici s prognézou karcinomu prsu.

Multivaria¢ni analyza pomoci Coxovy regrese upravené podle stupné nadoru a stadia

onemocnéni potvrdila, Ze pfitomnost vzacnych nsSNVs v genu CFTR poskytuji nezavislou
prognostickou informaci pro DFS (HR = 3,03 [95% CI: 1,32 - 7,00], p = 0,009), a pro OS
(HR=3,38 [95% CI: 1,37 - 8,37], p = 0,008).
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Pro gen ABCCI1 bylo zjiSténo ¢trnact vzacnych nsSNV u dvaceti Sesti pacientt (z toho 8 tzv.,
unikatnich variant, tj. variant pozorovanych pouze u jednoho pacienta v souboru dat). U tiinacti
pacientek (12,4 %) bylo identifikovano jedendct nsSNVs (n = 7 unikétnich variant) pro gen
ABCC4. Maximaln¢ u jedné pacientky byly detekovany dvé nsSNVs na gen pro ABCCI a
ABCCA4. Pacientky, které byly nositelky nékteré ze vzacnych variant v genu ABCCI1, mély
nejméné tiikrat vyssi pravdépodobnost vzniku nadort 3. stupné (OR = 3,1 [95% CI: 1,2-8,3], p
= 0,021, Pearsontv chi-kvadrat] (viz Tabulka 4—18).

Naopak varianty v ABCC4 vykazovaly asociaci naznacujici jejich protektivni roli, pokud jde o
nizky stupen nddoru (G1 nebo G2) a jiny nez invazivni duktalni karcinom (IDC) histologicky
typ naddoru ve srovnani s pacientkami bez vzacnych variant v ABCC4 (p = 0,046, Pearsontiv chi-
kvadrat a p=0,045, Fishertv pfesny test). U pacientek s nsSNV v ABCC4 bylo pozorovano vice
nez devétkrat vyssi riziko nedostateéné odpovédi na 1écbu (OR = 9,64 [95%CI: 1,75 - 53,26] p
= 0,007, Fishertiv pfesny test, viz Tabulka 4—18).

Pro gen ATP7B bylo zjisténo sedm nsSNVs (5 unikatnich variant) u deseti pacienti (9,5 %) au
CYP2D6 byly zjistény tfi nsSNVs (2 unikatni varianty) u péti pacientt (4,8 %). U zadného z
téchto genti nebyla zjisténa vice nez jedna varianta na pacienta. Pfitomnost nsSNVs se vzacnou
frekvenci ve farmakogenu CYP2D6 naznacovala ochrannou roli, protoZe u pacientek s nadory
vysokého stupné (G3) nebyly zjiStény zadné varianty (p = 0,023, Fisherlv piesny test).
Pacientky s divokym fenotypem ATP7B m¢li vyznamné ¢astéji luminalni (LA nebo LB) podtyp,
a navic také nizsi pravdépodobnost nadord vysokého stupné¢ G3 nez nositelky nsSNV v ATP7B
(p=10,040 a p = 0,013, Fishertiv ptesny test). Celkové byl u Sesti pacientek (5,7 %) zjistén vyskyt
pouze unikatnich variant v genu CYP4F3 a sedm nsSNV (4 unikétnich varianty) u dvanacti
(11,43 %) pacientek v genu ABCB6 (viz Tabulka 4—18).

Pro gen CYP4F3 byly nositelky vzacnych variant ze skupiny s LB podtypem nadoru ve srovnani
s TNBC (p = 0,042, Fishertv pfesny test). Pacientky v premenopauzalnim obdobi mély castéji
nsSNV v ABCB6 (p = 0,03, Pearsoniiv chi-kvadrat) neZ pacientky v postmenopauzalnim obdobi.
Kromé toho bylo nosi¢stvi nsSNV v ABCB6 vyznamné spojeno s téméf petkrat vyssim rizikem
nedostatecné odpoveédi na neoadjuvantni cytotoxickou chemoterapii (OR=4,89 [95% CI:1,04-
22,96], p=0,046, Fisheriiv piesny test).

U vyjmenovanych genli nebyla pozorovéana zaddné souvislost s DFS nebo OS. Coxova regresni
analyza pro DFS a OS upravena podle stupné nadoru (G3) a stadia onemocnéni proto neprokéazala
statistickou vyznamnost. U zddné z exonickych variant souvisejicich s PGx v DPYD a CYP2D6

nebyla zjiSténa Zadna asociace.
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V analyze zaméfené na vSechny exonické varianty (tj. nesynonymni, synonymni, frameshift a
inframe indels) u DPYD (n=5) a CYP2D6 (n=18) nebyla zjisténa zadna asociace pro zadnou z

testovanych proménnych ve srovnani s pacienty bez téchto variant.
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Graf 4—3 Kaplan-Meierovy grafy pro asociaci nsSNV s DFS (a.) a OS (b.) pacientek

Kaplan-Meierovy grafy pro asociaci nsSNV s pacienty bez recidivy onemocnéni, DFS (a.) a celkového pieziti, OS (b.) pacientek. Cervena

prerusovana Cara predstavuje pacientky s pfitomnosti nesynonymni vzacné varianty v genu CFTR. Modra Cara piedstavuje pacientky bez

nesynonymni varianty v genu CFTR. Stinované oblasti oznacuji 95% intervaly spolehlivosti. Number at risk = pocet pacientek v riziku.

Vyznamnost byla hodnocena pomoci Log-rank testu na 5% hladiné¢.
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Statistickd vyznamnost mezi souborem prioritnich gent a klinickymi a klinicko-patologickymi

parametry pacientek, v€etné odpovédi na 1€cbu, byla nalezena pro nékolik srovnéni, viz Tabulka

4—18.

Tabulka 4—18 Vztah vzacnych nsSNVs Kklinicko-patologickymi udaji pacientek s

karcinomem prsu

nsSNV klinicko-patologicky stav -
Gen piitomna/ -Patolos 1:/ OR  95% (CI) E q
absence pocet paciente odnota
ABCCI pGrade 1-2 pGrade 3
absence 41 34
o (1,16 —
pritomna 7 18 3,1 8.30 ) 0,021
ABCC4 pGrade 1-2 pGrade 3
absence 39 49
” (0,07 —
pfitomna 9 3 0,27 1.05) 0,046
1iny hlsto¥oglckv typ IDC
karcinomu
absence 13 79
o (0,07 —
pritomna 5 8 0,26 0.93) 0,045
stabilni/ progresivni kompletni/ ¢aste¢na
onemocnéni odpovéd’ na 1é¢bu
absence 14 45
piitomna 6 2 9,64 (31 27 2 ;0007
CYP2D6 pGrade 1-2 pGrade 3
absence 43 52
piitomna 5 0 0,45 (8 ’g’g)_ 0,023
ATP7B pGrade 1-2 pGrade 3
absence 40 51
” (0,01 —
pritomna 8 1 0,1 0.82) 0,013
LAorlLB TNBC
absence 39 57
piitomna 7 2 0,2 (8’83 )_ 0,04
CYP4F3 LB TNBC
absence 26 58
o (0,01 —
pritomna 4 1 0,11 1.05) 0,042
stabilni/ progresivni kompletni/ ¢aste¢na
ABCB6 onemocnéni odpovéd’ na [é¢bu
absence 15 44
” (1,04 -
pritomna 5 3 4,89 22.96) 0,045
premenopauzalni postmenopauzalni
absence 39 54
o (0,06 —
pritomna 9 3 0,24 0.95) 0,03
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Poznamky pod carou: nsSNV = nesynonymni jednonukleotidova varianta, OR = pomér Sanci, CI =
konfidenc¢ni interval, IDC = intraduktalni histologicky typ, LA/LB = luminalni A nebo B molekularni podtyp,
TNBC = triple negativni karcinom prsu molekularni podtyp, pGrade (patologicky grade) karcinomu (1 a 2
vs. 3), odpoved na lécbu NACT (kompletni nebo Castecnd patologicka odpoveéd’ vs. stabilni nebo progresivni
onemocnéni).
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4.4. Vysledky pilotni studie — varianty genu KIF14

Bioinformaticka analyza pro gen KIF14 byla provedena platformou SNPnexus (Dayem Ullah et
al. 2018) s cilem predikce funk¢éniho dopadu aminokyselinové zdmény v proteinu kombinaci
nastroji SIFT (Ensembl Variation 95) a PolyPhen2 (Ensembl Variation 95). Celkové byly
rozpoznany 4 nsSNVs s dostate¢nou datovou podporou, tj. ozna¢ené v predikci s vysokou
divérou (rs141768593, rs145426227, rs75449932 a rs77157287). Pouze varianta (rs75449932,
T>G) vedouci k zdmén€ aminokyseliny serinu za arginin byla definovana jako Skodliva, zatimco
ostatni varianty byly benigni. Predikce dle nastroje PolyPhen2 byla shodné s vysledkem testu
SIFT, kdy mezni hodnota pro predikci benignich variant byla navySend o skupinu tzv.
pravdépodobné skodlivych variant za ¢elem snizeni fale$Sné pozitivnich vysledkd. Interpretace
funkéni predikce dvéma bioinformatickymi néstroji nasledovala metodu plné¢ho konsenzu.
Populacni data projektu 1000 Genome Project (faze 3) poskytly tdaje o frekvenci minoritni alely
G=0,0026, ktera je v rozmezi pro vzacné varianty (MAF <001). Pro nekodujici varianty v KIF 14
by zvolen néstroj RegulomeDB, ktery celkové predikoval dvé Skodlivé intronové varianty

rs17448931, A>G kategorie (3a) a rs3806362, C>T vyssi kategorie (2a).

Nasledujici ¢ast studie byla provedena ve spolupraci s kolegy Ing. Ivonou Krusovou Ph.D., a
Viktorem Hlavacem, Ph.D., a doplnéna o dal$i sadu anotaci ndstrojem Annovar (Krus et al.

2022).

Z prvni sady in silico predikovanych variant byla statistickd souvislost klinickych parametra
testovaciho souboru pacientek (n = 105) prokdzdna u nekddujici varianty rs17448931 a
1s3806362. Celkové preziti u pacientek s minoritni alelou G (rs17448931) bylo signifikantné
snizeno (p = 0,036) v porovnani s béZznym genotypem AA. Pro nositelky alely T (rs3806362)
bylo pozorovéano vyznamné kratsi celkové preziti (p = 0,023) jak v testujicim, tak ve valida¢nim
setu. Ve valida¢nim setu (n = 808) mély nositelky minoritni alely G (rs17448931) rovnéz
vyznamn¢ kratsi celkové preZiti nez pacientky bez variace (p = 0,010), ¢imZ se nam podafilo
uspésné reprodukovat vysledky testovaciho souboru zalozené na predikci néstrojem
RegulomeDB. Asociace zlstala vyznamna pro ob¢ varianty i v multivariatni Coxove regresni
analyze, ktera zahrnovala kovariaty jako molekulédrni podtyp tumoru a stadium onemocnéni v
dobé¢ diagnézy (pomer rizik, HR = 1,7 a 95% interval spolehlivosti (1,1 - 2,8) pro rs17448931 a
HR = 1,9 a 95% interval spolehlivosti (1,2 - 3,0) pro rs3806362.
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5. Diskuse metodickych postupt a vysledku

5.1.1. Pilotni a valida¢ni studie — bioinformaticka analyza

Verejné databaze jako je napt. PharmGKB jsou bohatym zdrojem informaci o zarodec¢nych
variantach. Databaze vznikly na zaklad¢ pracného kuratorstvi publikovanych studii a silné
potieby systematického vyuzivani ziskanych znalosti v personalizované medicin¢ (McDonagh
et al. 2011; Smirnov et al. 2018). Kdatu 6. 7. 2023 je v databazi PharmGKB
(https://www.pharmgkb.org/) ptistupnych 26 402 anotaci pro 762 1é¢iv souvisejicich s odpovédi

na lécbu na farmakodynamické a/nebo farmakokinetické urovni. Navzdory zna¢nému poctu
dostupnych anotaci, neni k dispozici webovy nastroj ani nastroj piikazového tadku, ktery by
usnadnil dals$i pouziti téchto variant v laboratofich a v klinické praxi. Uvedené anotace na
strankach PharmGKB nebo PharmVar jsou pfistupné pouze v TSV formatech a vyzaduji dalsi
pracné zpracovani. Publikovano bylo nékolik mélo pokust o vytvofeni nastroji designovanych
pro farmakogeny a pouze jedna studie s optimalizaci sou¢asnych modell pro farmakogenomické
hodnoceni (Gerek et al. 2015; Zhou et al. 2018). Nicméné, "zlaty standard" vSeobecné
uznavaného ndastroje stile chybi a zminéné metody pro interpretaci vysledki jsou
neharmonizované aplikovany. V ptfedkladané praci jsme vyuzili databazového relacniho
programovaciho jazyka SQL a vyvinuli interni databazi, kterd disponuje daty dostupnymi na
strankdch PharmGKB a poskytuje automatické a rychlé vyhledavani potiebné k prioritizaci
variant. V nasem vyzkumu jsme navic aplikovali znaéné mnoZstvi dostupnych a obecné
vyuzivanych bioinformatickych metod k ziskdni komplexnich informaci pro dané varianty.
Predikce nebo znalosti ziskané in silico strategii nebyly dale ru¢né dohledavany v ostatnich
zdrojich jako je LOVD atd. Divodem bylo plné vyuziti automatické, a tak Casové efektivni

prioritizace k odhadu pfidané hodnoty nastroji in silico pro dalsi studie laboratote Skolitele.

Za poslednich 20 let bylo vyvinuto mnoho bioinformatickych nastrojl, které pomahaji s predikci
ptedevsim pro kodujici varianty. Evoluéni charakteristiky variant ve farmakogenech zapojenych
do biotransformace a transportu 1é¢iv jsou vSak odlisné. Tento fakt komplikuje presnost odhada
predikce in silico metodami vétSinou postavenymi na principech dédi¢nosti nemoci (Ingelman-
Sundberg et al. 2018). V disledku toho nebyly do nasi sady sekvenénich nastroji zahrnuty
hlavné algoritmy zaméfené na profilovani evolu¢niho aspektu genomu anebo algoritmy
hodnotici evolucni omezeni, stejné¢ jako nastroje vySkolené na patogennich/neutralnich
variantach pro onemocnéni. Nicméng, brali jsme v potaz né€kolikandsobné ovéteni obecnych

publikovanych vysledki vykonnosti, kdy CADD anebo MetaSVM/LR nastroje znaéné
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pievySovaly ostatni dostupné metody a predikci pro nsSNVs jsme doplnili o tyto prediktory,
minoritné vyuzivajici evolu¢ni data a data fenotypové podl¢hajicim Mendelovskym zakontim
dédicnosti.

DalSim aspektem ve vybéru prediktoru byla nastavend hranice frekvence alel (MAF nad 5 %).
Polymorfismus je definovan jako zména v sekvenci DNA, ktera se v obecné populaci vyskytuje
s MAF vétsim nez 1 %. Podle Siroce zauzivanych pokyntt American College of Medical Genetics
(ACMG) and Association for Molecular Pathology (AMP) pro interpretaci klinickych variant,
se varianta vys§i frekvence > 5 % MAF povazuje za samostatnou podporu pro benigni
interpretaci (Richards 2015). Benigni charakter varianty je podpofen "neutralni teorii", ktera
definuje neutralni varianty jako varianty objevujici se v populaci ndhodnym genetickym driftem
a nezpusobujici ani Skodlivy, ani prospésny vliv na pteziti jednotlivych organismi (Kimura
1979). Zminéna teorie ale neni platna pro farmakogenomické varianty s frekvenci nad 5 % kdy
se zamétujeme na fenotyp odpovédi na 1é€bu. Dal§im faktem je skutecnost, ze MAF je do znacné
miry zavisla na velikosti populace, ktera je rozdilnd mezi subpopulacemi, coz vede k dulezité
stratifikaci populace opomijené v prediktorech (Eilbeck et al. 2017). Naptiklad rs79444516 genu
USH2A, varianta béznd v Africké populaci (12 %) vykazuje v Evropské a Asijské populaci
extrémni vzacnost. Pfi odhadu ve smiSené populaci je MAF 1,2 %, coz zptsobi nespravnou, tj.
benigni klasifikaci pii volani dat, v naSem zdjmu pro Evropskou populaci (Niroula a Vihinen
2019). Problematika filtrace variant se ptenesla i do in silico nastrojii. Pii trénovani prediktort
jsou varianty s frekvenci alel z populacnich databazi vyssi nez stanovenou (Casto 5 % nebo 1 %)
obvykle oznacovany jako benigni nebo neutralni. Pro stanoveni naSeho prvniho cile zaméteného
na potencialni Skodlivé varianty s MAF nad 5 % to znamenalo komplikaci ve vybéru nastroje
v predikci, hlavné u nesynonymnich variant. Sekvencni sada nastrojii méla tento problém omezit
vzhledem k ptfevaze néstroju bez filtrace frekvence.

Tti varianty ve vztahu k odpovédi na 1é¢bu byly objeveny pro genotyp v 152227291 genu ATP7A4
a varianty rs4376673 genu DFFB u Cast¢ho (MAF > 5 %) homozygota anebo pro Castou alelu v
152293194 genu KCNABI. Déle pacienti s ¢etnym homozygotnim genotypem v rs1801160
DPYD ptezivali déle bez relapsu po cytotoxicke 1é€bé neZ nositelé vzacné alely. Tento efekt byl
zvlasté vyrazny u pacientl s luminalnim B a triple negativnim molekularnim podtypem.
Zajimavého vysledku jsme dosahli pro nasledujici dvé intronové varianty. Pro gen DFFB
(rs4376673) a KCNABI (rs2293194), byly ob¢ varianty prioritizované z diivodu silné klinické
evidence s odpovédi na 1é€bu a zaroven s délkou pieZiti bez nemoci. Navic tyto varianty ziskaly

podporu predikce in silico dle nového nastroje PINES s vypoctem vazenym vzhledem na
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fenotypova data pro jaterni tkan jako hlavniho mista metabolismu 1é¢iv. Z celkového poctu 6
prioritizovanych variant se silnou klinickou evidenci odpovédi na 1é¢bu a DFS, pouze prave tyto
dvé varianty, predikované ndstrojem PINES, byly validovany. Varianta rs2293194 byla
vyznamné spojena s odpoveédi u pacientll s Casnym stadiem onemocnéni 0 (in situ) nebo I (p
<0,001). Gen KCNABI koduje draslikovy kanal zapojeny do dilezité dopaminové drahy,
chemického  pfenosu  signdlu  pfes synapse a  ruznych drah  CYP450

(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=KCNABI). V genetice nadorovych

onemocnéni mize gen KCNABI hrat roli v patogenezi karcinomu prsu, protoze jeho nadmérna
exprese byla zjiSténa v nadorech prsu ve srovnani s nenadorovymi tkanémi (Hlavac et al. 2014,
s. 450).

Gen DFFB je podjednotkou Beta a aktivni slozkou proteinu DNA Fragmentation Factor (DFF).
Bylo zjisténo, ze DFFB spousti fragmentaci DNA 1 kondenzaci chromatinu béhem apoptozy

(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=DFFB &keywords=DFFB). Napiiklad

zvysend exprese DFFB v kombinaci s 1é¢bou doxorubicinem nebo sulfonamidy zvySila mortalitu
nadorovych bunék karcinomu prsu T47-D prostiednictvim apoptozy in vitro (Bagheri et al. 2015;
2014). Variace a deregulace genu DFFB v pritomnosti 1€kt indukujicich apoptdzu by tedy mohla
mit vliv na jejich u¢innost v nddorovych burkach.

Dal$im genem relevantnim pro farmakogenomiku nukleosidovych analog je dihydropyrimidin
dehydrogendza (DPYD). Protein kodovany timto genem je pyrimidinovy katabolicky enzym,
rychlost  limitujici ~ faktor v draze  katabolismu  uracilu a  thymidinu

(https://www.genecards.org/cgi-bin/carddisp.pl?gene=DPYD). DPD je aktivni v metabolické

dréze 5-fluorouracilu a mutace v jeho genu vedou ke zvySenému riziku toxicity u onkologickych
pacientli, kterym je administrovana chemoterapie 5-fluorouracilem (van Kuilenburg 2004).
Polymorfismus DPYD rs1801160, spojeny s prezitim pacientek s karcinomem prsu, je
dokumentovan ve PharmGKB pro jiné neZ v nasi studii detekované alely (CC, CT, TT). AvSak
v nedavné studii u pacientil s karcinomem tlustého stfeva lé€enych rezimy sestavajicimi z 5-
fluorouracilu nebo kapecitabinu v kombinaci s oxaliplatinou bylo nosi¢stvi rs1801160 (G>A) v
DPYD spojeno s nezadoucimi rizikovymi G¢inky, napf. neutropenie tietiho az ctvrtého stupné
(Ruzzo et al. 2017). Dalsi recentni studie u onkologickych pacientli s farmakoterapii
fluoropyrimidiny navic doklada vyznamnost objevu rs1801160 (c.2194G>A) souvisejici
s odpovédi na 1écbu, kdy autofi ptimo doporucuji zvazeni ptidani této varianty do klasického
DPYD panelu testovani u pacienti (Bozina et al. 2022). Pfestoze bylo neddvno navrzeno

individualizované davkovani fizené genotypem DPYD pro lepsi bezpeCnost [éCby
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fluoropyrimidiny jako novy standard péce (Henricks et al. 2018), nase studie nebyla navrzena
tak, aby se zabyvala nezddoucimi Uc¢inky anebo Upravou terapie. Nicméné oveiend asociace
varianty DPYD s DFS ptidava do znalostni baze nové a dtilezité pozorovani.

Z dalsich validovanych variant, spojenych s odpovédi na 1é¢bu, vzbuzuje zvlastni pozornost
152227291 v ATP7A, protoze je nesynonymni (V767L), a tudiz pravdépodobné bezprostiednéji
funk¢ni. Pozoruhodné je, ze 1s2227291 je jedinou asociaci s odpovédi ve validacnim souboru,
ktera proSla mirou faleSného objevu (p = 0,011). Transportér médi ATP7A4 kbduje
transmembranovy protein, ktery funguje pfi transportu médi pfes membrany a je ¢asto studovan
v souvislosti s citlivosti na Iéky na bazi platiny, napf. cisplatinu. Pomérn¢ nedavno byla
1s2227291 spojena s rezistenci na cisplatinu u pacientek s epitelidlnim karcinomem vajecniki
lécenych kombinaci platiny a taxanu (Li et al. 2017). Pro gen SLC28A3 je rs10868138 mén¢
studovanou variantou, dle publikovanych dat, byla spojena s vyssi koncentraci azathioprinu v
erytrocytech pacientll s neuromyelitis optica (Mei et al. 2017), coz naznacuje, Ze mlze byt

funkéni in vivo.

Souhrnné, farmakogenomicky jiz zndmé varianty uvedené v repositoriu PharmGKB a
prioritizované naSeho vybéru vyznamné souvisely s odpovédi na 1écbu. Pacientky s dobrou
odpovédi na neoadjuvantni cytotoxickou 1é€bu mély vzécnou alelu rs10868138 (PA166157820)
v genu SLC2843 vyznamné Castéji nez pacientky bez odpovédi. Varianta byla predikovana
nastrojem CADD za Skodlivou. ClinVar neuvadél v dobé¢ analyzy vyznam této varianty.
Genetickd variabilita SLC2843 byla jiz dfive spojovana se zménou farmakokinetickych
parametrl nukleosidovych analogii (Khatri et al. 2014) a s kardiotoxicitou antracyklind
(Visscher et al. 2013). Ukazalo se, ze variace rs7867504 v SLC28A3 se podili na toxicité
gemcitabinu u pacientll s metastazujicim karcinomem prsu, ktefi dostavaji udrzovaci 1écbu (Park
et al. 2013). Asociace této varianty vSak nebyla po Upravé na stadium onemocnéni v
multivariacni analyze vyznamna.

Obecné prekvapivého vysledku jsme dosdhli pii celkovém srovnani Skodlivych variant
predikovanych nastrojem CADD, které se ve 28,5 % shodovalo s jiz kurdtory oSetfenymi
farmakogenomickymi variantami v PharmGKB a ve 100 % u tff nesynonymnich variant
ovétenych ve validacni fazi. CADD nebyl trénovén na sad¢ téchto farmakogenomickych variant,
ale naSe, 1 kdyz poctem omezené vysledky, poukazuji na vyssi specificitu nastroje, i vzhledem

k PGx datim. Algoritmus predikce je u CADD zaloZen na strojovém uceni.
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Navzdory vybéru nastroji do sekvencni sady nejlépe odpovidajici povaze farmakogenomickym
variantam a obchdzejici vySe zminéné znamé nedostatky, napt. kruhovost (Grimm et al. 2015)
u ostatnich kategorii (tj. metody strukturalni, strojové uceni), nebyla ani jedna ze tii
prioritizovanych variant validovdna. Neddvna studie zroku 2022 demonstrovala sniZenou
vykonnost prediktorti strojového uceni prave z divodu nadmerného piizpiisobeni (,,overfitting*)
trénovanych dat naproti nastrojim jako je SIFT a PROVEAN vyuzité v nasi studii (Quinodoz et
al. 2022). Nicmén¢, pii dodatecném porovnéni s nastrojem CADD, vSechny tfi nsSNVs byly
povazované rovneéz za Skodlivé, coz naznacuje, ze chybovost predikce nebyla dana vybérem
sekvenc¢nich modela bez strojového uceni.

V ramci nove€ navrzené strategie prioritizace variant jsme implementovali jiny postup, nez byl
pouzivany na pracovisti Skolitele, kdy vzhledem k zjisténym omezenim in silico analyz jsme
nejdiive aplikovali statistickou analyzu na mens$im vzorku pacientek v korelaci ke klinickym
datiim, které vyfiltrovala potencialn¢ diilezité varianty a zaroven zvysila efektivitu postupu.
Podporu tohoto postupu dokladaji i vysledky studie (Ernst et al. 2018), kde testovali vykonnost
ctyt predikénich nastroji (Align-GVGD, SIFT, PolyPhen-2, MutationTaster2) na souboru 236
nesynonymnich vrozenych variant BRCA1/2, které byly jiz diive klasifikovany odbornymi
komisemi. Identifikovali 161 variant, jejichZ klasifikace je nezavisla na jakékoli ptedchozi in
silico predikci a prokézali, Ze vzhledem k nizké specificité nebyly predikéni néstroje in silico
vhodné k predpovédi patogenity variant s nejistym vyznamem tzv. VUS u BRCA1/2. Klinické
dasledky by tedy nikdy nemély byt zalozeny pouze na piedpovédich in silico. Celkové tak naSe
statistickd evidence asociace s klinickymi daty na malém vzorku pacientii (n = 105) pfedchazela
pouze dopliujici, avSak komplexni in silico prioritizaci doplnénou o data z databazi s jiz
ovéfenou funkéni predikei. Rozdilnost ve funk¢nich aspektech jiz klinicky ovéfenych variant je
obecnym problémem, a proto jsme krok opétovného ovefovani jiz publikovanych variant
povazovali za zasadni. Zminéna studie dale naznacila, Ze nastroje SIFT a MutationTaster2 by
mohly byt vhodné k pedpovidani benignity, protoZe oba néstroje nevedly k falesné negativnim
predpovédim (Ernst et al. 2018). Strategii, kterd rozd€luje vybér specifickych nastroji pro
benigni varianty a samostatné pro patogenni neboli Skodlivé, rovnéz v piipadé studie (Ghosh et

al. 2017), jsme pouzili v dalsi studii pro in silico predikci vzacnych variant dil¢iho cile.

Z celkového poctu 18245 variant identifikovanych u naSich pacientek se nachazelo 3256 v
exonech, 9458 v intronu a 3872 v oblastech 3'UTR nebo 5'UTR pfi anotaci podle databaze NCBI

Reference Sequence Database, RefSeq (RefSeq; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) v
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Annovaru. Celkem 2565 (14 %) variant bylo novych (tj. nenalezenych v dbSNP Build 150).
Identifikovali jsme 327 variant (dvé nové) souvisejicich s odpovédi na neoadjuvantni
cytotoxickou 1écbu a 418 variant (tfi nové) souvisejicich s DFS. V pilotni fazi projektu bylo
vybrano 58 variant na zédklad¢ nové strategie a 5 variant, z toho v§echny predikované za skodlive

in silico, byly klinicky ovéteny.

5.1.2. Predikce vzacnych variant

Hodnoceni fenotypovych dusledki nizkofrekvencnich a vzacnych variant je stale pracné a nema
jednotny piistup. Celosvétoveé platnd smérnice American College of Medical Genetics and
Genomics (ACMG) a Association of Molecular Pathologists (AMP), ackoli neni pfimo uréena
pro genetickou interpretaci odpovédi na 1é€bu, doporucuje podminky pro predikci
prostfednictvim pocitacové analyzy (Richards 2015). V poslednich dvou desetiletich byla
vyvinuta Siroka Skala nastroji pro predpovidani funkénich dusledkt variant, které vyuzivaji
rizné piistupy, jako je analyza sekvence a struktury proteinu, evolucni zachovani a strojové
uceni. Ve studii dil¢iho cile pro vzacné varianty jsme zkoumali pfistup, ktery integruje
interpretaci funkénich disledki fizenou umélou inteligenci. pro ndslednou prioritizaci geni a

klinickych korelaci u pacientek s nadorem prsu.

Vysledky in silico predikce ukézali Ze geny ABCA13, NCOR2 a ABCA4 l1ze povazovat za nevice
patogenni ale 1 benigni co se tyce poctu detekovanych nsSNVs na gen. Tyto geny byly v procesu
urovné 1 vylouceny z celkového rozhodnuti pro statistickou analyzu kvili pravdépodobné
falesné pozitivnim predpovédim, a to u vSech ¢tyt algoritmti (REVEL, MetaSVM, CADD a
MutationAssessor). Vysoky pocet pacientl s variantami v ABCA13 a ABCA4 (35 resp. 45 ze 105
pacientek) dale naznaCoval nepatogenni povahu téchto gend. V nasi diive publikované pilotni
studii (Hlavac et al. 2018) byly NCOR2, ABCA13, RPTOR, ABCA4 a CIT identifikovany jako

pét nejcastéji polymorfnich gent u pacientek s karcinomem prsu.

Uprava in silico predikce podle délky genu déle zpiesnila proces filtrace a umoznila zafazeni
DPYD - VIP farmakogenu do kone¢ného souboru genti. Dolovani dat v databazich PGx také
odhalilo vyznamny pocet pacientek nasi studie (n=28, 26,6 %), které¢ mély relevantni PGx
exonické varianty, a to konkrétné¢ v DPYD, CYP2D6 a ABCCI. Funkéni predpovédi in silico
pomoci Ctyt nastrojii byly k dispozici pouze pro dvé nsSNV (1rs67376798 v DPYD a rs45511401
v ABCCI) z osmi identifikovanych PGx variant. Predikce byly v souladu s databazemi a a
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varianty byly vyhodnocené jako patogenni. Gen DPYD kdduje enzym dihydropyrimidin
dehydrogenazu (DPD), ktery je zodpovédny za farmakokinetiku a souvisejici toxicitu
fluoropyrimidind. U heterozygotnich pacienti byla pro rs67376798 nebo rs56038477 hlasena
toxicita souvisejici s fluoropyrimidiny 3. nebo 4. stupné¢ vyzadujici 50% snizeni pocatecni davky
(Knikman et al. 2021; Carr et al. 2021). V nasi studii vSak nebyla u pacientek s vyskytem
vzacnych nsSNVs nebo exonickych variant u DPYD zjisténa zadna souvislost se zadnym z
testovanych klinickych parametrti. Naopak, zatimco ani u exonickych variant v CYP2D6 nebyla
nalezena zadna asociace, u skupiny pacientek s pfitomnosti nsSNV byla prokazéna asociace se
stupném nadoru, tj., 1 a 2 (p = 0,023). Studie rovnéz ukazala, ze u pacientek s karcinomem prsu,
které mély nékterou ze vzacnych variant v ABCCI, byla nejméné tfikrat vyssi pravdépodobnost
vzniku vysoce agresivnich nadort 3. stupné.

Publikované udaje dokladaji, ze rs45511401 v ABCC1 byla vyznamné (p = 0,012) spojena se
zvySenym rizikem kardiotoxicity u pacienti s Non-Hodgkinovym lymfomem [éCenych
adriamycinem (Wojnowski et al. 2005). Antracykliny, jako je adriamycin, fadi k bézné
onkologické 1é¢b¢ pacientek s karcinomem prsu a vyskyt zavaznych nezadoucich vedlejSich
ucinkli muze vést k preruseni a selhani 1éCby.

Celkove¢ nas ptistup poskytl rychly a efektivni zpisob vyhodnoceni funkénosti vzacnych variant
Pro sedm z dvandcti prioritizovanych genti (ABCC1, ABCC4, ABCB6, ATP7B, CFTR, CYP2D6
a CYP4F3) jsme odhalili statistickou vyznamnost s klinicko-patologickymi parametry nebo s
prognozu onkologické 1écby (CFTR).

Mutace v CFTR byly v nedavné dobé spojeny se zvySenou nachylnosti k riznym formam
malignit, coZ naznacuje, Ze funkce CFTR je jesté Sir$i neZz jen funkce iontového kanalu a
poukazuje na schopnost regulovat ¢etné signalni dréhy. Jiz né€kolik autorti (Zhang et al. 2018;
FitzMaurice a Nazareth 2021; Dvorak et al. 2017) popsalo souvislost trovné exprese CFTR s
ptrezitim pacientli véetn€ mozného vyuziti CFTR jako prognostického biomarkeru u lidskych
malignit, jako je napiiklad karcinom prsu. Obecné plati, Ze zdrode¢né mutace v CFTR zpusobuji
CFTR je znamy piredevs§im pro svou PGx hodnotu u CF. Z celkem 12 variant v genu CFTR
pozorovanych u nasich pacientek s karcinomem prsu je osm variant ulozeno také v databazi The
Clinical and Functional TRanslation of CFTR (CFTR2). Tyto komplexni varianty jsou
povazovany bud za nezpusobujici CF, nebo maji rtizné klinické dasledky v zavislosti na
spoluobjevujici se varianté (variantach) umisténé v pozici cis/trans, ktera ovliviiuje produkci

proteinu CFTR (napi. pankreatickd insuficience). Pro nasi studii to naznacuje potencidl pro
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funk¢ni aktivitu zjisténych variant. Z hlediska poméru patogennich variant na gen se CFTR
nachazel v rozmezi 10 nejvice patogennich genti. N¢kolik dalSich studii ukdzalo, ze délka
transkriptu koreluje s funkéni aktivitou ko-exprimovanych genil nebo proteinii souvisejicich s
rakovinou (Lopes et al. 2021; Sahakyan a Balasubramanian 2016). CFTR s délkou transkriptu
6132 bp a velikosti proteinu 1480 aminokyselin lze povazovat za del$i gen, coz znaci, ze
mechanismus pasobeni v rezistenci na léky nebo v malignim procesu miize byt zavisly i na jinych
genech. Jiz dfive jsme prokazali, ze CFTR, diive znamy jako ABCC7/MRP?7, ptevazoval mezi
nejvice dysregulovanymi geny na urovni transkriptu u karcinomu prsu, kolorekta a pankreatu
(Dvorak et al. 2017). ABC transportéry predstavuji velkou rodinu aktivnich pienasect, které
transportuji latky, v€etné protinadorovych 1é€iv, pies extraceluldrni a intracelularni membrany a
ovliviiuji tak eflux 1é¢iv souvisejici s rozvojem chemorezistence nadorovych bun¢k (Fletcher et
al. 2016; Chen et al. 2016). Zde jsme identifikovali ¢tyfi ze sedmi klinicky asociovanych gend,
které se fadi do rodiny ABC. Jako pfiklad lze uvést transportéry podrodiny ABCC, které sniZuji
intracelularni koncentraci 5-fluorouracilu (Fukuda a Schuetz 2012). U ABCC4, a navic u ABCB6
jsme prokazali vyznamné zvySené riziko nedostate¢né odpovédi na neoadjuvantni cytotoxickou
1é¢bu u pacientek s vyskytem vzacnych nsSNVs.

O dalSich prioritizovanych a klinicky souvisejicich genech, ATP7B a pozdéji CYP4F3 nebo
CYP2D6, je zndmo, zZe se podileji na metabolismu protinadorovych 1éCiv a na rezistenci k
chemoterapii zalozené na cisplatiné u nékterych druhti rakoviny (Kanzaki et al. 2002; Nakayama
et al. 2002). NasSe zjiSténi naznacuji, Ze tato rezistence nemusi byt omezena pouze na platinové
derivaty, ale také na dal$i strukturn€ a mechanisticky riznorodd léciva. Souvislost mezi
genetickou variabilitou téchto gent a rezistenci vSak ¢eka na potvrzeni v nezavislych studiich na
vétSich populacich a naslednych funkénich analyzach.

Jsme si védomi toho, Ze naSe soucasné vysledky nemusi byt nezdvislé na dalSich neznamych
klinickych nebo molekuldrnich faktorech, které jeSté vyrazné€ji ovliviiuji prognézu pacientil.
Kromé skromné velikosti vzorku je dalSim omezenim nasi studie panel genii s obohacenim o
cilové ABC transportéry, coz mohlo ovlivnit vyhodu vypocteného poméru patogennich variant
na gen. Na druhou stranu ma nase studie jasny pifinos v zaméfeni na nejvyznamneéjsi
farmakogeny a onkogeny a hodnoceni etnicky homogenni populace, coz ptispiva ke konceptu

diverzity v medicin€ a konkrétn€ v precizni onkologii a mozné prevenci.
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5.1.3. Predikce variant genu KIF14

Specifické zaméteni na vSechny varianty v genu KIF14, ktery je povazovaném za jeden ze 70
prognostickych biomarkerti u karcinomu prsu, byly nastrojem RegulomeDB objeveny funkéni
nekodujici varianty (rs17448931 a rs3806362). Varianty byly nasledné uspésné reprodukovany
na rozsahlych klinickych datech (n = 808) pacientek studie. Celkové tak z 23 zarodecnych variant
s alelickou frekvenci vetsi nez 5%, byly pouze 2 (rs17448931 a rs3806362) klinicky ovéfeny a
predstavuji dalsi zpfesnéni cili v genu KIF14 s potencidlnim vyuzitim v tercidrni prevenci.
Varianty se nachazeji v intronové ¢asti genomu a jejich regulacni funkce byla demonstrovana a

spravné predpovédéna zvolenou in silico predikei.

Funk¢ni aspekt intronové ¢asti téchto variant podporuje aktualizovana verze databaze Regulome
(2.2) (Dong et al. 2023), ktera disponuje novymi daty a poskytuje anotaci, kdy kategorizuje
variantu rs17448931 ze skupiny (3a), v dobé nasi studie, do (1f) tj., vyznamnych funkéné
regulacnich element. Podkategorie 1f indikuje dostupnost dikazii o vazbé varianty na
transkripéni faktor nebo mista citlivého ke S$tépeni chromatinu DNézou. Druhd varianta
rs3806362 byla rovnéz zarazend do vyssi kategorie z (2a) do (la), tzn. Ze databaze obsahuje
dikazy o vazbé¢ transkripcniho faktoru (TF), motivu pro TF a mista citlivého ke Sté€peni
chromatinu DN4zou. Zatazeni téchto variant do jedné z nejvyssich funkénich kategorii nezévisle

na naSich vysledcich nepiimo poukazuje na vyznamnost naseho vysledku.

Dostupné metody predikce, zejména pokud jsou adekvatné kombinovany, maji potencial pro
spravnou predikci Skodlivosti. Zachyceni diagnostickych pozadavkl, zlepSeni prevence a
klinické lécby vSak vyzaduje dalsi optimalizaci.

Statistické nebo strukturdlni metody a metody strojového uceni, zalozené na pravidlech pro
identifikaci a analyzu zavislosti nsSSN'Vs nesou potencidl ke zvySeni pfesnosti diagnostickych a
prognostickych pfistupti k odhadu odpovédi na 1écbu a zlstanou proto soucasti evidence ve

filtraci a prioritizaci variant na pracovisti Skolitele.
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5.2. Zavéry

Cilem ptedkladané prace bylo vybrat vhodné algoritmy a navrhnout efektivni postup pro
zpracovani a zhodnoceni kandidatnich variant z testovaci studie do validacni studie. Pomoci in
silico bioinformatické analyzy jsme dospéli k rychlejsi a komplexnéjsi predikci funkcni
konsekvence vrozenych variant vSech typd, tj. v kdédujici i nekddujici Casti genomu. Z
epidemiologického hlediska jsou vSechny stavajici hodnoceni pouze retrospektivni a
nevyhnutelné trpi fadu vybérovych zkresleni. Vrozené varianty, avSak nevykazuji, na rozdil od
somatickych, zavislost v ¢ase a Castecné tak redukuji zkresleni vystupti v procesu hodnoceni
dopadu na progresi onemocnéni.

Vybér nastrojii obsahoval specificky set algoritmil a nové metody strojového uceni doplnéné o
farmakogenomicka a klinické data nejvétSich svétovych projekti. V jednotlivych ¢astech prace
byly objeveny vyznamné vztahy variant k odpovédi na 1é€bu a pieziti bez relapsu onemocnéni u

pacientek s karcinomem prsu 1é¢enych cytotoxickymi léky.

5.2.1. Validacni studie

Prostfednictvim masivniho paralelniho sekvenovani byla u ¢eskych pacientek s karcinomem
prsu poprvé vyhodnocena zarode¢na variabilita panelu genli ve vztahu k metabolismu a eliminaci
1é¢iv, k funkei bunééné smrti ¢i signalnich drah markeri v klinické onkologii. Pomoci novych
nastroju in silico a zavedenych farmakogenomickych databdzi byly v testovaci fazi ziskany
prioritizované varianty u 105 pacientek a dale technicky a klinicky ovéfeny na souboru dalSich
805 pacientek. Asociace 1s2227291 v ATP7A4, 1s2293194 v KCNABI (u pacientek v ¢asném
stadiu) a rs4376673 v DFFB s odpovédi na neoadjuvantni cytotoxickou 1écbu poskytuji nové
cile pro nasledné funkc¢ni studie s potencidlem piispét k terciarni prevenci selhani 1€¢by. U
pacientek s luminalnimi B nebo trojit€ negativnimi naddory, Casto studovana varianta rs1801160
v DPYD vyznamné souvisela s pfezitim bez nemoci a predstavuje dalS$i provokacni cil
s prognostickym potencidlem. Dva roky po zvefejnéni nasi studie, EMA doporucila testovani
snizené aktivity enzymu DPD, s Castym vyskytem v kavkazské populaci (9 %), az Gplné
deficience DPD se vzacnou frekvenci variant 0.5% pro predikci rizika toxicity (neutropenie,
neurotoxicita  atd.) u  lé€by  fluoropyrimidiny  (de With et  al 2023)

https://www.ema.europa.cu/en/documents/press-release/ema-recommendations-dpd-testing-

prior-treatment-fluorouracil-capecitabine-tegafur-flucytosine_en.pdf. Recentni  studie u

onkologickych pacientli s farmakoterapii fluoropyrimidiny navic dokladd vyznamnost objevu

rs1801160 (c.2194G>A) souvisejici s odpovedi na 1écbu, kdy autoti pfimo doporucuji zvazeni
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piidani této varianty do klasického DPYD panelu testovani u pacienti (Bozina et al. 2022).
Studie tak ptispiva k dalsimi posileni klinické evidence oproti vydanému pokynu CPIC z roku
2017 pro danou variantu (https://cpicpgx.org/guidelines/guideline-for-fluoropyrimidines-and-
dpyd/).

Jedna se také o prvni studii, kterd v ¢eské populaci poskytuje geneticka data v takovém rozsahu
a s vazbou na chemorezistenci hodnocenou ve vztahu k prognoze a vysledku 1écby pacientek

s karcinomem prsu.

5.2.2. Studie vzacnych variant

Nase studie proveditelnosti ptinesla nékolik inovativnich postupl prioritizace domnéle
funkénich vzacnych variant. Pokud je ndm zndmo, je to poprvé, kdy byl jako vychozi bod pfti
uréovani priorit patogennich gend u Ceskych pacientek s karcinomem prsu zaveden pomér
patogennich genti (GPR) a vylucovaci kritéria pro benigni geny s kombinaci nastrojt, kterym
dominuje predikce fizena umélou inteligenci. Pro sedm z dvanacti prioritizovanych gend, tj,
ABCCI, ABCC4, ABCB6, ATP7B, CYP2D6, CYP4F3 a CFTR jsme nalezli vyznamnou
souvislost s odpovédi na lé€bu, menopauzilnim obdobim, déle s histologickym typem,
molekularnim podtypem a diferencovanosti (grade) karcinomu prsu. Prokazali jsme, Ze skupina
pacientek s patogennimi variantami v CFTR méla vyznamné zkracené pteziti bez nemoci (Log
Rank, p = 0,002) a celkové preziti (Log Rank, p = 0,006). Nase studie poskytuje dalsi diikaz, ze
CFTR se potencialné podili na procesech ovliviyjicich G¢innost onkologické 1é€by nebo na
samotn¢é maligni progresi onemocnéni.

Tercidrni prevence v kontextu odpovédi na léCbu se teoreticky nabizi moZnym sledovanim
funkénosti CFTR nebo piimim zavedenim terapeutickych 1é¢ivych latek, jako jsou jiz dostupné

modulatory CFTR, které do urcité miry fesi nékteré defekty funkénich variant.

5.2.3. Studie variant genu KIF14

In silico analyza nekodujicich variant genu KIF14 nastrojem RegulomeDB odhalila funkéni
nekoddujici variantu (rs17448931), kterd byla Gspé€$né reprodukovéana na klinickych datech
pacientek ve validaénim setu (n = 808) Ceské populace. Celkové z 23 zarode¢nych variant
s alelickou frekvenci vetsi nez 5%, pouze dvé (rs17448931 a rs3806362) byly klinicky ovéteny.
Varianty se nachazeji v intronové ¢asti genu a jejich regulacni funkce byla spravné predpovédéna

zvolenou in silico metodou. RegulomeDB je postaven na heuristickém bodovacim systému
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zalozeném na funk¢éni divéryhodnosti varianty. Kvantitativni skérovaci systém, ktery urcuje,
zda se varianta nachazi ve funk¢énim misté a pravdépodobné vede k funkénimu dusledku, tj. ke

zméné vazby transkripéniho faktoru a regulacnimu tc¢inku genu.

Tato prace splnila vSechny vytycené cile a piispéla k vyzkumu v oblasti terciarni prevence
selhdani 1écby v onkologii, zejména u karcinomu prsu. Ukazuje nejen klinicky vyznam
jednotlivych gend a variant, ale i cesty k bioinformatickému vyhodnoceni a ziskani dalSich

urovni ditkaz( pro dalsi vyuziti v moderni precisni medicin€.
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Seznam prikladovych kodi

Prikladovy kéd 1 Tvorba interni databaze s nazvem ,,PharmGKBdownload” v MySQL,
farmakogenomicka data ze souboru ,,Relationships“ (PharmGKB)

create database PharmGKBdownload;

show tables;

create table relationships (Entityl id varchar(100) NOT NULL, Entityl name varchar(100),
Entityl type varchar(100), Entity2 id varchar(100), Entity2 name varchar(100),

Entity2 type varchar(100), Evidence varchar(100), Association varchar(100), PK
varchar(100), PD varchar(100), PMIDs int(100), PRIMARY KEY (Entityl id));

load data local infile 'C:/ProgramData/MySQL/MySQL Server 5.7/Uploads/relationships.tsv'
INTO TABLE relationships IGNORE 1 LINES.

alter table relationships add column ident MEDIUMINT NOT NULL AUTO_INCREMENT
PRIMARY KEY FIRST;

Piikladovy kod 2 Uprava dat pro varianty z anotacnich soubort dbNSFP a VEP v systému
Unix pomoci jazyka AWK k detekci shodnych variant s varianty pacientii (konkrétné
pacientek) studie a varianty zdrojovych dat ,,PharmGKBdownload”

beftools view SeqCap GATK All.hgl9 multianno.vef.gz | beftools query -H -f
'%CHROM\t%POS\t%REF\t%ALT\t%ID\t%Gene.refGene\t%avsnp 1 50\t% A C\t%AF\t% AN
\t%ExAC_NFE\t%EXAC nontcga NFE\t%NCMG2017\t%NCMG2018\t%1000g2015aug_e
ur\t%gnomAD_ exome NFE[\t%GT\t]\n> SeqCap GATK GT _ AF # filtrace alelické
frekvence naSich pacientek a EXAC NFE databaze

/cat outputdbNSFP | awk ' {if (1 ==303 || ($7=="missense_variant")) {print $0 }; i++ } '>
missense variant dbNSFP_VEPcmnd. #vybér nesynonymnich jednonukleotidovych variant
a prinik variant v souboru anotovanych dat dle ANNOVAR, obdobn¢ volano ze souboru
VEP

cat SeqCapNEW.hg19 multianno.txt | awk '{if (i ==0 || (§6=="CYP2C9"")) {print $0};
i=1}'> annovar_cyp2c9.txt #vybér variant ze souboru na piikladu genu CYP2C9

cat missense_variant dbNSFP_VEPcmnd | awk '{if (i==0 || ($20=="rs1799853")) {print
$0};1=1}'>1rs1799853 dbNSFP VEPcmnd #vybér pacienti se specifickou variantou
identifikatoru rs1799853 ze souboru anotovanych dat dle ANNOVAR, obdobné¢ volano ze
souboru VEP

# grep "associated" PacAll CYPs annovarWT MySQL avsnpl50vsrelationships.txt >
sharedCYPs_PharmGKB_associated #vybér pacientl s varianty v genech CYP rodiny a
informaci uvedenou v PharmGKB (relationships) pro tyto geny

cat annovarWT PharmGKB_shared CYPsOnly_clinicalVariations | awk -F $"\t' 'BEGIN
{OFS =FS} {if 1==1 ($4=="1A")) {print $0}; i=1}" #vybér pacientl s variantami

v genech CYP rodiny a klinickou evidenci 1A uvedenou v PharmGKB (Clinical Variations)
pro tyto geny




Prikladovy kéd 3 Volani predikce sekvencni sadou

cat outputdbNSFP_final all | awk -F $"t' 'BEGIN {OFS =FS} {if (i==303 || (3184 ~ /D/ &&
$184 '~ /T/ && $124 ~ /D/ && $124 !~ /T/ && $147 ~ /D/ && $147 '~ /T/ && $174 ~ /D/
&& $174 '~ /B/ && $177 ~ /D/ && $177 '~ /B/ & & $145 ~ /D/ && $145 '~ /N/ && $210 ~
/D/ && $210 '~ /N/ && $172 ~/D/ && $172 '~ /N/ && $162 ~ /H/ && $162 !~ /N/)) {print
$184, $185, $124, $125, $153, $155, $150, $152, $147, $149, $174, $176, $177, $179, $145,
$146, $210, $212, $172, $173, $162, $163, $0}; i++}' > sekvencni_sada consensus.txt

Piikladovy kéd 4 Pridani délky genu vyuZitim interaktivniho nastroje Galaxy

# Platforma Galaxy verze 0.1.2, néstroj pro délku gen (R verze 3.3.2, CentOS Linux 7) poskytla
tabulkovy soubor s udaji ndzvu genu a délky genu na zéklad¢ zadaného GTF a souboru FASTA.
FASTA soubor byl zvolen pro lidsky genom hg19.

GTF soubor byl vygenerovan z anotacni databdze (UCSC Genome Browser database).

awk -F "\t" '$3== "CDS" {print $9, $5-$4}' Gene length > output.txt # filtrace ziskaného
souboru pro exomové varianty

cat Gene length | awk -F $"\t''BEGIN {OFS =FS} {if (i==0 || ($3=="exon")) {print $31, $0};
i++}' > SeqCap GATK All.hgl9 # filtrace genti v souladu se souborem gend v panelu nasi
studie

cat tablel geneLength.txt | awk {if @ = 0 |
($1~/"NM_000667%/||$1~/"NM_000668%/||$1~/*"NM_000669%/||$1~/"NM 000670 (...)
I$1~/"NM_030773%/||$1~/"NM_00114399185/))

{print $0}; i=1}' > 460 genes_galaxy # vysledni soubor dostupnych gent, n = 460 z nastroje
Galaxy

#50 genll v naSem panelu a nedostupnych pro délku genu z nastroje Galaxy bylo ziskano z
databaze NCBI Reference Sequence Database, napt., NM_000015.2, 1317 bp a integrovano
do MySQL

create table gene length (Gene refGene varchar(100), RefSeq mRNA ac varchar(100),
RefSeq mRNA varchar(100), GeneLength varchar(100)); #vytvofeni tabulky v MxSQL

load data local infile 'C:/ProgramData/MySQL/MySQL Server

5.7/Uploads/gene length MySQL.csv' INTO TABLE gene length FIELDS TERMINATED
BY I’V

ENCLOSED BY ""

LINES TERMINATED BY "\n'

IGNORE 1 ROWS; # uprava tabulky

SELECT * FROM gene length WHERE Gene refGene rlike "ABCB1"; # kontrola volani
udajti na ptikladu genu ABCB1
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SELECT g.GeneLength, a.Gene refGene, COUNT(a.ident) AS Variants FROM

GATK Annovar wt AS a JOIN gene length AS g ON g.Gene refGene = a.Gene refGene
GROUP BY Gene refGene ORDER BY Variants DESC; #spojeni udaj pro délku geny
spole¢n¢ s anotovanymi daty pacientek podle Annovaru

SELECT g.GeneLength, a.Gene refGene, COUNT(a.ident) AS Variants FROM

GATK Annovar wt AS a JOIN gene length AS g ON g.Gene refGene = a.Gene refGene
where (REVEL score > 0.5) AND AF <= 0.05 AND FILTR ='PASS' GROUP BY

Gene refGene ORDER BY Variants DESC; #setazeni délky genu s nejvyssim poctem
patogennich vzacnych nsSNVs dle predikce néstrojem REVEL a mezni hodnoty 0.5 predikce

SELECT g.GeneLength, a.Gene refGene, COUNT(a.ident) AS Variants FROM

GATK Annovar wt AS a RIGHT JOIN gene length AS g ON g.Gene refGene =

a.Gene refGene where (MutationAssessor score > 2.0566) AND ExonicFunc refGene like
nonsynonymous SNV' AND FILTR ='PASS' AND AF <= 0.05 GROUP BY Gene refGene
ORDER BY Variants DESC; setazeni délky genu s nejvyssim poétem patogennich vzacnych
nsSNVs dle predikce néastrojem MutationAssessor a mezni optimalizované hodnoty (2.0566)
predikce

SELECT g.GeneLength, a.Gene refGene, COUNT(a.ident) AS Variants FROM

GATK Annovar wt AS a RIGHT JOIN gene length AS g ON g.Gene refGene =

a.Gene refGene where (REVEL score <= 0.5) AND VEST3 score <=0.8 AND

MetaSVM pred rlike 'T' AND ExonicFunc_refGene like 'nonsynonymous SNV' AND AF <=
0.05 AND FILTR ='PASS' GROUP BY Gene refGene ORDER BY Variants DESC;
#setazeni délky genu s nejvysSim poctem benignich vzacnych nsSNVs dle predikce koncensu
tiech nastroji REVEL, VEST3 a MetaSVM

SELECT Gene_refGene, (IF(ID_v151 =".", CONCAT(Var _id), ID v151)), sample ID,
ExonicFunc_refGene FROM GATK Annovar wt WHERE (REVEL score <= 0.5) AND
VEST3 score <= 0.8 AND MetaSVM pred rlike 'T' AND (AF <= 0.05) AND
ExonicFunc_refGene like 'nonsynonymous SNV' AND FILTR = '"PASS'; #sefazeni geni

s nejvyssSim poctem benignich vzacnych nsSNVs dle predikce koncensu tfech néstrojl
REVEL, VEST3 a MetaSVM a zaroven s uvedenim identifikace varianty dle rsID anebo
umistnéni na chromosomu a identifika¢niho ¢isla pacienta

SELECT LENGTH(sample ID) - LENGTH(REPLACE(sample ID,";',")), Gene refGene,
sample ID, count(ident) AS Variants FROM GATK Annovar wt WHERE
ExonicFunc_refGene like 'nonsynonymous SNV' AND (AF < 0.05)AND FILTR ="'PASS'
GROUP BY ident ORDER BY Variants DESC; #seskupeni po¢tu v§ech nsSNVs na gen
s uvedenim identifika¢niho ¢isla pacienta
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