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1. Souhrn

Karcinom prsu, geneticky heterogenni onemocnéni, ztistdva u zen hlavni pfi¢inou umrti,
a prestoze mortalita postupné ale pomalu klesa, incidence opétovné roste. Terciarni a kvartérni
prevence se zabyva studiem genetickych rozdilii u pacient a G¢inki chemoterapie. Zakladni
hypotéza pro tuto praci vychdzi z piedpokladu evoluéné, populacné a funkéné odlisnych
genetickych variant v lidském genomu, které jsou vetejné dostupné v celosvétovych databazich
a vyuzitelné pro dalsi studie. Hypotéza je jiz vyuzivana v fadé bioinformatickych néstrojii a
hlavnim cilem této disertacni prace bylo studium dostupnych databazi a bioinformatickych
nastroji k usnadnéni zpracovani velkého mnozstvi farmakogenomickych dat. Prostfednictvim
masivniho paralelniho sekvenovani jsme u Ceskych pacientek s karcinomem prsu vyhodnotili
Casté zarodecné kddujici a nekddujici varianty panelu sloZzeného z 509 gentl, které maji vztah k
metabolismu a eliminaci 1é¢iv, k funkci bunééné smrti ¢i signalnich drah v klinické onkologii, za
pomoci novych in silico néastroji a zavedenych farmakogenomickych databazi. Prioritizované
varianty byly technicky a klinicky validovany na souboru 805 pacientek. Asociace rs2227291 v
ATP7A4, 1s2293194 v KCNABI (u pacientek v ¢asném stadiu) a rs4376673 v DFFB s odpovédi
na neoadjuvantni cytotoxickou 1écbu poskytuji nové cile pro ndsledné funkcni studie
s potencialem pfispét k terciarni prevenci. U pacientek s lumindlnimi B nebo trojité negativnimi
nadory, Casto studovana variantars1801160 v DPYD, vyznamné souvisela s piezitim bez nemoci
a pfedstavuje dalsi provokacni cil s prognostickym potencialem.

Pti studiu vzacnych kodujicich variant téchto pacientek, nami nov€ navrZzend strategie
s cilem vyvazit nékteré z nedostatkii metod strojového uceni, vyhodnotila pro geny 4ABCCI,
ABCC4, ABCB6, ATP7B, CYP2D6, CYP4F3 a CFTR vyznamnou souvislost s odpovédi na 1écbu,
menopauzalnim obdobim, dale s histologickym typem, molekuldrnim podtypem a
diferencovanosti (grade) karcinomu prsu. Prokazali jsme, Ze skupina pacientek s patogennimi
variantami v CFTR m¢la vyznamné zkracené pieziti 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 uc¢innost onkoterapie nebo na samotné maligni progresi onemocnént,
jak dokladaji recentni publikace. Terciarni prevence v kontextu odpovédi na 1écbu se teoreticky
nabizi moznym sledovanim funk¢nosti CFTR nebo ptimim zavedenim 1éCivych latek, jako jsou
J1Z dostupné modulatory CFTR, které do urcité miry fesi n€které defekty funkcnich variant.

Pii zamétfeni na vSechny varianty v genu KIF14, in silico identifikovany funk¢ni
nekoddujici varianty (rs17448931 a rs3806362) byly klinicky oveéfeny a piedstavuji dalsi

zptesnéni cili v genu K/F'14 s potencidlnim vyuzitim v terciarni prevenci.
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1.1. Summary

Breast cancer, a genetically heterogeneous disease, continues to be the leading cause of
death among women. Although the mortality rate is gradually declining, the incidence is once
again on the rise. Tertiary and quaternary prevention focus on studying genetic differences
among patients and the effects of chemotherapy. The primary hypothesis for this research is
based on the evolutionary, population, and functional differences in genetic variants within the
human genome. This hypothesis is already employed in numerous bioinformatics tools. The main
objective of this dissertation work was to study available databases and bioinformatics tools to
facilitate the processing of extensive pharmacogenomic data. Through massive parallel
sequencing, we evaluated frequent germline coding and non-coding variants in a panel of 509
genes related to drug metabolism and elimination, cell death functions, or signaling pathways in
oncology among Czech breast cancer patients using novel in silico tools and established
pharmacogenomic databases. Prioritized variants were technically and clinically validated in a
cohort of 805 patients. The association of rs2227291 in ATP7A, rs2293194 in KCNABI (in
early-stage patients), and rs4376673 in DFFB with response to neoadjuvant cytotoxic therapy
provides new targets for subsequent functional studies, potentially contributing to tertiary
prevention. In patients with luminal B or triple-negative tumors, the frequently studied variant
rs1801160 in DPYD was significantly associated with disease-free survival, representing an
additional predictive target with prognostic potential. For rare coding variants in these patients,
we employed a newly proposed strategy to address some limitations of machine learning
methods. This approach revealed a significant association of variants in the ABCCI, ABCCH,
ABCB6, ATP7B, CYP2D6, CYP4F3, and CFTR genes with treatment response, menopausal
status, histological type, molecular subtype, and differentiation grade of breast cancer. Patients
with pathogenic variants in CFTR had significantly reduced disease-free survival (Log Rank, p
=0.002) and overall survival (Log Rank, p = 0.006). Our study provides further evidence that
CFTR may be involved in processes affecting the efficacy of cancer therapy or the progression
of malignant disease, as supported by recent publications. Tertiary prevention in the context of
treatment response could theoretically be achieved through the monitoring of CFTR functionality
or the administration of therapeutic agents, such as currently available CFTR modulators, which
partially address defects in functional variants.

By targeting all variants in the K/F'14 gene, functional non-coding variants (rs17448931
and rs3806362) identified through in silico analysis have been clinically validated, representing

refined targets within the K/F'/4 gene with potential applications in tertiary prevention.



Uvod
2.1. Epidemiologie a etiologie karcinomu prsu

Karcinom prsu, geneticky heterogenni onemocnéni, zlistavd u zen hlavni pfi¢inou umrti, a
piestoze 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
ctvrting svétové incidence (Graf 2—2). Navzdory vSem dostupnym preventivnim opatienim,
celosvétové 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 pifipadi nadori.
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Graf 2—1 Casovy vyvoj hrubé incidence (poet novych p¥ipadi na 100000 osob) a hrubé

mortality (pocet umrti na diagnézu na 100000 osob) pro C50 v celé populaci (www.svod.cz)
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Graf 2—2 incidence diagnozy karcinomu prsu (C50) v CR a ostatnich zemi svéta

(www.svod.cz)
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V zZenské populaci je karcinom prsu druhym nejcastéjSim diagnostikovanym nadorem. Z
nadorovych onemocnéni pravé zhoubny novotvar prsu (C50) pattil za rok 2018 v poctu 1621
ptipadd k nejéast&jsi pii¢ing tmrti na nddorové onemocnéni u Zen (Cesky statisticky tufad,
zvetejnéno 25.11.2019). Posledni statistické tdaje z roku 2020 poukazuji pouze na pomalu
stabilizujici tendenci v po&tu 1710 piipadi. (Cesky statisticky urad, UZIS CR 2021, ISSN 1210-
9967). Podle molekularni klasifikace, karcinom prsu rozliSujeme na tii hlavni nadorové
molekularni podtypy: hormonalni receptor (ER/PR) pozitivni a zaroveit ErbB2/HER2 negativni
(70 % pacientek), ErbB2/HER2 pozitivni (15-20 %) a trojit¢ negativni (TNBC) tj., bez exprese
vSech tii receptort (15 %) (Waks a Winer 2019). Molekularni podtypy vykazuji vyznamné
rozdily v progresi onemocnéni, pfi¢emz nejkrat$i pieziti predstavuje bazalni/triple negativni
(ER-/PR-/HER2-) podtyp. Nékteti autofi dale rozd€luji hormonalné pozitivni podtyp (luminalni)
podle hodnot prolifera¢niho markeru Ki67 na luminalni A a luminalni B, které rovnéz vykazuji
rozdilnou prognézu (Malhotra et al. 2010). V pfedkladané praci studujeme geneticky profil
vrozenych variant u pacientek s hormondlné pozitivnim/HER2 negativnim (luminalni A, B) a

TNBC podtypem nadora.

Etiologie

Etiologie karcinomu prsu je dana komplexni interakci riznych modifikovatelnych i
nemodifikovatelnych faktord, tj. genetickymi, environmentalnimi, nutriénimi, hormonalnimi a
dédicnymi prvky. Mezi rizikové faktory patii pfedchozi vyskyt karcinomu prsu, pozitivni
rodinnd anamnéza, ¢asnd menarche, pozdni menopauza, neaktivni zplisob Zivota, hormonalni
substitu¢ni terapie a expozice toxickym latkadm (koufeni, konzumace alkoholu). Expozice
endokrinnim disruptorim (xenoestrogeny a syntetické estrogeny) obsazenym v chemickych
latkach v bezprosttednim styku s okolim (Admoun a Mayrovitz 2022). Z pohledu
rizika genetického portfolia se odhaduje, Ze mutace, pfestavby nebo delece naptiklad v jiz dobie
studovaném genu BRCAI a BRCA2, vysvétluji pouze 15 % familidrnich karcinomu
s pfihlédnutim na rozdilnosti v zastoupeni dokumentované pro etnické skupiny. V predkladané
praci se celkové zameétujeme na panel 509 gent dulezitych v procesu farmakologie

onkologickych 1é¢iv a progrese karcinogeneze.



2.2. Prevence karcinomu prsu

Podstatu uspésnosti terapie karcinomu prsu lze posuzovat i z pohledu prevence. PIné funk¢ni a
neinvazivni primarni prevence (tj., mimo profylaktické mastektomie) cilena na zabranéni vzniku
onemocnéni zatim neni k dispozici (Alaofi et al. 2018). Jedinym G¢innym prostfedkem je v€asna
diagnéza, v dobé, kdy nejsou plné rozvinuté symptomy onemocnéni a ktery se tfadi jiz k
sekundarni prevenci. Zde znacné€ pomaha 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 (pfipadné od 40 let véku pro samoplatkyn¢), Castecné i samovysetfeni prsu.
Sekundarni prevence, zvysuje Sanci na zpomaleni rastu nebo Uplné zastaveni rastu karcinomu
vcasnou terapii. Celkovym vysledkem takového preventivniho opatifeni by mélo byt snizeni
umrtnosti na nadorové onemocnéni (Kolak et al. 2017).

K ptikladu invazivni primarni prevence a sekundarni prevence cilenou terapii fadime odhaleni
predispozi¢nich genti dédi¢né formy karcinomu prsu, jako jsou napf. autozomalné dominantné
dédeéné mutace v genech BRCA1/2. Efektivni detekce potencidlnich nositell mutace zde vede k
profylakticko-preventivnim opatfenim, v pfipadé jiz zminéné mastektomie, a signifikantnimu
zvySeni kvality a délky Zivota diky v€as podané terapii (Belizario et al. 2016). Cilem terciarni
prevence je tak zabranit progresi onemocnéni, ztrat¢ sob&stacnosti a s ni spojené snizeni kvality
zivota. Dulezité postaveni zastava i kvartérni prevence s cilem identifikovat pacienta ohrozeného
nadmérnou medikaci, chranit ho pred Iékafskymi invazivnimi metodami a navrhnout mu
intervenci, kterd je eticky ptijatelna (Kisling a M Das 2023; Martins et al. 2018) viz Obrazek 2—
1. Terciarni a kvartérni prevenci lze docilit studiem mechanismu karcinogeneze a ucinku
chemoterapie, vcetné¢ téch nezddoucich. Obecné, studium chemoterapie na udrovni
farmakokinetického a farmakogenetického profilovani se zaméfuje na distribuci,
biotransformaci a eliminaci cytotoxického lé€iva s dlirazem na chemorezistenci na molekularni
urovni (O’Donnell a Ratain 2012). Na Urovni farmakodynamického a farmakogenomického
studia chemoterapie se jedna o komplexni genetické profilovani pacienta s onkologickym
onemocnénim, idedlné jak na Grovni vrozené variability, tak somatickych mutaci nddorovych

bunék.



Pozice 1ékare - onemocnéni

(-) Nepritomné (+) Pritomné

Primarni prevence Sekundarni prevence

Definice: zabranéni
onemocnéni u pacienti bez
priznaki

Definice: detekce onemocnéni u
pacientd v asné fazi
onemocnéni bez zdvaznych

Cil: sniZeni incidence symptomu

bl Cil: redukce morbidity a
mortality

(-) Nepritomna

Kvarterni prevence

Definice: ochrana pacientu pred 1€katskou intervenci
prevazujici rizika nad prospéchem

Cil: redukce nadmérné medikace a iatrogenniho
poskozeni

Terciarni prevence

Definice: redukce symptomi a
komplikaci u pacientt se
zavaznymi symptomy

Pozice pacienta - nemoc

Cil: redukce progrese
Pacienti s nemoci bez onemocneéni a zlepSeni kvality
onemocnéni Zivota

]
=
=
=)
~—
=1
> B
=5
~
+
-’

Obrazek 2—1 Nemoc ve vztahu k prevenci (pfevzato a upraveno (Martins et al. 2018))

Farmakogenetické pfistupy jsou uzite¢né v ptipadech, kdy léCivo interaguje s receptory nebo
jinymi "lékovymi" cili nebo podléhd metabolismu nebo transportu proteinu, zejména kdyz jsou
znamy funk¢ni polymorfismy v genech kodujicich kandidatni proteiny. Tyto pfistupy vedly
v poslednich letech k identifikaci n€kolika klinicky pouzitelnych farmakokinetickych pari typu
gen-1écivo, 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 vét§im néz u Castych variant (Ramsey et al. 2012;

Alshabeeb et al. 2022).

Farmakogenomika se zabyva studiem vlivu na osud léCiva genomu. Studuje rozdilné ucinky
potencidlnich 1é¢iv in vitro a in vivo na genovou expresi jako celek. Hodnoti expresni profily,
variabilitu v mechanismu Uc¢inku potencialnich 1é¢iv ve fazi screeningu. Oba terminy —

farmakogenetika a farmakogenomika jsou casto v publikacich zaménovany a nejcastéji
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adresovany terminem ,,farmakogenomika* ¢ehoz vyuzivame i v této praci, kde se zaméfujeme
na studium fenotypu a odpovédi organismu na 1é¢ivo. Fenotyp, jak farmakodynamicky (PK), tak
farmakokineticky (PD) se ve vysledku mohou projevit jak zvySenim/snizenim ucinnosti anebo
zvySenou toxicitou a vznikem nezaddoucich uCinkd viz Obrazek 2—2 (pfevzato z

www.pharmgkb.org).

Celivery
Genes
/ PK
/_ = Absorption
= Distribution

Variants ; PR . Metabolism

& PD  Pharmacodynamics & Drug Responses = Excretion

& LR

E FK Pharmacokinetics Site of action

M f EE\ Pharmacological effect

Uariant:\ y J = Target i
i\ PE * Mechanism of action
\ f’_ - "D . Drug response
PD = Toxicity

Obrazek 2—2 Ovlivnéni mechanismu anebo cile ii¢inku lé¢iva vrozenou variantou genu

Naplni predkladané prace je studium dostupnych bioinformatickych databazi a nastroji
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. Bioinformatika, studie in silico

Biomedicinsky vyzkum je fizen neustdlym navySovanim v schopnosti generovat data (Cabanillas
et al. 2017). Na zéklad¢ téchto dat bylo, a je moZné objasnit spojeni genetické variability s
nemoci nebo s odpovédi pacienta na 1é¢bu. Tato skuteCnost se stala hlavnim divodem pro vznik
nového védného odboru — bioinformatiky, kterd na zékladé matematického modelovani,

statistiky a komputace predikuje funkéni biologické konsekvence (Afgan et al. 2002).

2.3.1. Bioinformatické databaze
Od zavedeni projektu lidského genomu v 90. letech 20. stoleti byly akademickymi institucemi,

organizacemi, konsorcii a komunitami vytvoieny a udrzovany databaze a znalostni databaze (tzv.
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Knowledge based database (KBDB)), které¢ shromazd’uji, uchovavaji a umoznuji vyhledavani
zaznamu tykajici se genetickych a klinickych informaci. Poskytuji dostatek dostupnych dikaz
a faktt, které spolehlivé prokazuji genotypovou a fenotypovou asociaci, jez vysvétluje funkcni
a patogenni vyznam genetickych variaci. Databdzové zdroje vyuziva vétSina prediktivnich
algoritmii (v celé praci je také oznacujeme jako prediktory neboli néstroje) a jejich zakladni

piehled je uveden nize.

2.3.1.1. Primarni bioinformatické databaze

Nejcastéji pouzivané databdze obsahuji sekvencni informace, tdaje o populaénim méfitku,
fenotypovou ontologii, klinické a experimentalni diikazy. Sekvenéni primarni zdroje GenBank
(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 nejpouzivanéjsi primarni databaze, které uchovavaji vice nez
2,5 miliard nukleotidovych sekvenci pro vice nez 504 000 formalné popsanych druhti (Liu et al.

2022).

2.3.1.2. Populacni zdroje

Popula¢ni zdroje poskytuji informace umoziujici zkoumat varianty mezi subpopulacemi s
riznym etnickym plivodem nebo stavem onemocnéni. Kromé toho je frekvence minoritnich alel
(MAF) z téchto databazi obvykle uZitenym ukazatelem pro stanoveni priorit kandidatnich
variant a jedna se taky o dilezity parametr vyuzivajici pii vytvafeni predik¢nich modeli. V
predkladané praci vyuzivame 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 databaze.

2.3.1.3. Fenotypové databaze

Fenotypové databaze popisuji fenotypy a nemoci ve spojeni s genetickymi informacemi. Jsou
navrzeny tak, aby anotovaly klinické fenotypy a geny pomoci dobte strukturované, pocitacove
privétive, presné a precizni terminologie. Celkové tyto databaze poskytuji vyznamné poznatky
pro stanoveni priorit a interpretaci genetickych dat fenotypech s cilem komplexné pfezkoumat
vazbu genotyp-fenotyp. Pfikladem je OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) (Amberger
et al. 2019) a Orphanet (Aymé et al. 1998). Hlavni faktor, ktery komplikuje adekvatni predikci
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je, ze v riznych databazich se prekryvaji varianty i s protichiidnou klasifikaci klinického dopadu
v disledku nejednotnych pravidel a subjektivniho nazoru riznych kurdtorG coz znacné

komplikuje piistup prioritizace kandidatnich variant.

2.3.14. Farmakogenomické databaze a nastroje
Podporu vyuziti farmakogenomickych dat dopliuji specificka konsorcia a projekty. Konsorcium
pro implementaci klinické farmakogenetiky (CPIC) vzniklo v roce 2009 jako spolecny projekt

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

Network (PGRN) (http://www.pgrn.org). CPIC poskytuje klinické pokyny, které umoziiuji

prevést vysledky farmakogenetickych laboratornich testi do pouzitelnych rozhodnuti o
predepisovani konkrétnich 1é¢ivych ptipravki. K datu psani této prace bylo jiz vytvofeno 30

klinickych pokyni (https://cpicpgx.org/genes-drugs). Dal§im projektem je Pharmacogenetics

Working Group z Nizozemska (Royal Dutch Association for Advancement of Pharmacy) a The

Pharmacogene Variation (PharmVar) Consortium (https://www.pharmvar.org/) centralni

ulozisté variability farmakogent (PGx), které se zaméfuje na strukturu haplotypt a alelickou
variabilitu (Gaedigk et al. 2021). Databaze PharmGKB a nésledné i PharmVar byly hlavni zdroj
PGx dat predkladané prace. Dale byly vyuzité data z fenotypovych databazi pro nezadouci
uc¢inky v ADReCS-Target a PheWAS catalog s obsahem 3 144 jednonukleotidovych
polymorfisma (SNP) z katalogu GWAS NHGRI u 13 835 jedincti Evropského piivodu z péti
mist sit€¢ Electronic Medical Records and Genomics (eMERGE) (Denny et al. 2013). Za zminku

také stoji DGIdb databaze shromazd'ujici interakce mezi 1éky a geny tzv. “druggable genom”

ziskané z vice nez tiiceti divéryhodnych zdroja (Freshour et al. 2021).

2.3.2. Bioinformatické nastroje

Prediktory vlivu variant l1ze rozdélit nékolika zplsoby, naptiklad do kategorii sekvencnich a
strukturnich néstroji a metaprediktord, kterého pro zjednoduseni vyZivame i v této predkladané
praci (Hassan et al. 2019a; Yazar a Ozbek 2022; Hassan et al. 2019b). DalSim Casto pouZivanym
rozdélenim 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 sekvenc¢nich
algoritmt (Align-GVGD, LRT, MutationAssessor, PolyPhen2, PROVEAN a SIFT) a strojového
uceni (CADD, MetaSVM, REVEL a VEST3).
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2.3.2.1. Sekvencni algoritmy

Tato tiida prediktorti je odvozena ze srovnavaci genomiky, kdy u pfirozené¢ho vybéru jsou zmeény
aminokyselin v konzervativnich sekvencich vice ,,8kodlivé™, coz se urCuje vyhledavanim
homolognich sekvenci napti¢ druhy oproti nehomolognim pozicim, které jsou povazovany za
,tolerantni* (Cooper a Shendure 2011).

Sekvencni sada

Ke stanoveni prvniho cile pfedkladané prace (Hlavac et al. 2018) byla zvolena metoda
interpretace predikce tzv. striktnim konsenzem nékolika vybranych néstroji. Pro zhodnoceni
nesynonymnich variant (nsSNV) byla vytvofena sada 6 sekvencnich nastrojl, jejichz modely
byly sestaveny pravé pro hodnoceni nsSNVs. Tento postup byl inovativni oproti jiz

publikovanym studiim.

2.3.2.2. Strukturni algoritmy

Kromé€ primarni struktury proteinu je pro jeho normalni funkci zasadni také skladani a stabilita.
Prvni poznatky o variantach, které ovliviiuji strukturu bilkovin a vedou k aberantnim fenotypiim,
lze datovat do 50. let 20. stoleti, kdy byla objevena zaména aminokyselin u molekuly
hemoglobinu, ktera zptisobuje srpkovitou anémii (Ingram 1957). Od té doby byly popsany tisice
mutaci (Giardine et al. 2014), které ovliviuji 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.

2.3.2.3. Metody strojového uéeni (Machine Learning, ML)

Ptistupy této kategorie zohledniuji jak diive popsanou homologni sekvenci, tak informace o
struktufe 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 n¢kdy
transformuji nebo vybiraji pro trénovani modelu a poté jsou vySkoleny k rozliSovani mezi
znamymi funkéné Skodlivymi variantami (pozitivni soubor) a pravdépodobné neutralnimi
variantami (negativni kontrolni soubor). Casto aplikovanym metaprediktorem je Meta-SVM
jehoz praktickéd vyuzitelnost byla testovana i1 na omickych datech karcinomu prsu. Vysledkem
byla identifikace souborti genli konzistentné spojenych s onemocnénimi napfi¢ studiemi.

Zejména bylo zjisté€no, Ze zjiStény soubor gend z omickych dat TCGA je vyznamné obohacen o
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drahy ABC transportérii, které jsou dobie znamy jako kritické pro mechanismus vzniku
karcinomu prsu mnoha ohledech. Tohoto faktu doklada i1 fada studii z laboratoie Skolitele
predkladané prace, kdy napt. ABCCS8 a ABCC11 korelovali s progresi a odpovédi na 1écbu u
pacientek s nadorem 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).

2.3.2.4. Prediktory nekédujici a regulacni ¢asti geni

Ptevazna vétSina zarodeCnych variant se vyskytuje v nekddujici ¢asti genomu a pomérove jen
pouze mald ¢ast z nich je povazovana za funk¢ni. Vice diikazi vSak naznacuje, Ze varianty DNA
mimo oblasti genomu kodujici proteiny (zde oznacované jako nekddujici varianty) ovliviiuji
lidské fenotypy, véetné¢ onkologickych onemocnéni ¢i odpovédi na 1é¢bu (Schipper a Posthuma
2022). Pro lepsi pochopeni architektury nekodujiciho genomu je k dispozici n€kolik konsorcii
obdobné jako u kodujicich variant popsanych vyse. Encyclopedia of DNA Elements (ENCODE
Project Consortium 2012) a NIH Roadmap Epigenomics Mapping Consortium (Bernstein et al.
2010) jsou zamétfené na charakterizaci histonovych modifikaci a pfistupnosti DNA na zikladé
Siroké Skaly testd u 127 typa bunék. Ke stanoveni prvniho cile ptedkladané prace (Hlavac et al.
2018) byly aplikovany nasledujici in silico nastroje: dbNSFP (dbscSNV), VEP (TFBP),
MaxEntScan, IW scoring framework, RegulomeDB, TargetScan a PINES.

Zaveérem literarniho pirehledu l1ze shrnout jedny z vyznamnych ptiklada Gspésné aplikované
prevence u pacientek s karcinomem prsu postavené na zakladu farmakogenomickych dat a
metod. Odhaleni BRCA genu pfedstavuje signifikantni ispéch v sekundéarni prevenci, kdy
v€asna a nalezita diagndza zvySuje Sanci na zajiSténi dostatecné odpovedi na terapii. Definovani
molekulérnich subtypt naddorti a t€inné moderni terapie lé¢ivymi ptipravky (Herceptin, Tyverb
a Perjeta) omezuje progresi onemocnéni, ztraté sobéstacnosti a s ni spojené sniZeni kvality Zivota
v terciarni prevenci. Uprava farmakoterapie v systému kvartérni prevence u pacienti s alteraci
v DPYD genu ohroZzenych nadmérnou medikaci a néslednou toxicitou. V ptredkladané praci
piedstavujeme novy koncept aplikace bioinformatickych nastroji u ceskych pacientek
s molekuldrné definovanym karcinomem prsu, k odhaleni alteraci geni vrozenymi mutacemi
souvisejicimi s odpovedi na 1écbu, relapsem ¢i progresi onemocnéni s cilem mozného vyuziti v

prevenci.
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2.4. Hypotéza: Cile FeSeni prace

Zakladni hypotéza pro tuto praci vychazi z ptredpokladu evoluc¢né, populaéné a funkéné
odlisSnych genetickych variant v lidském genomu a vefejné dostupnych v celosvétovych
databazich. Hypotéza je vyuzivana v fad¢ 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 dokladd téméi 20leté zkuSenosti integrované bioinformatické
analyzy ke prioritizaci genetickych variant a genii. V této préci jsem se zaméfila na novéejsi a
vyhodnocovani vysledkli i za pomoci strojového uceni ¢ili podoblasti umélé inteligence.
Hlavnim cilem bylo nalezeni zarode¢nych variant ve vztahu k odpovédi na 1é¢bu, klinicko-
patologickym faktorim a progresi onemocnéni. Naslednd identifikace cilené 1éCby na
molekularni Girovni nese potencial redukce relapsii a progrese onemocnéni u tercidrni, potazmo
kvartérni prevence. Na oddéleni Toxikogenomiky SZU byl sestaven panel 509
farmakogenomicky vyznamnych genti a bylo provedeno cilené sekvenovani vSech kodujicich a
regulacnich oblasti téchto geni u 105 pacientek s karcinomem prsu léCenych klasickou
chemoterapii zalozenou na antracyklinech, taxanech a nukleosidovych analozich. Funkéni
hodnoceni genetické variace u pacientek s nddorem prsu probéhlo za pouZiti vySe zminénych
algoritmt s korelaci k farmakoterapii a celkové prognézy onemocnéni. Témét 20 000 variant
bylo vyhodnoceno z funkéniho 1 klinického hlediska za pomoci dostupnych bioinformatickych
metod a vefejnych farmakogenomickych a genomickych databazi. Potencialné Skodlivé varianty
gent predikovanych in silico a vyhodnocenych na 105 pacientek byly néasledné ovéteny ve
validac¢ni studii na souboru 805 pacientek.

Dil¢i cile:

1. Vybér algoritmil pro zpracovani a zhodnoceni kandidatnich variant z testovaci studie do
valida¢ni studie in silico bioinformatickou analyzou, umoZziujici rychlejsi a komplexnéjsi
predikci funkéni konsekvence vrozenych variant vSech typt, tj. v kddujici i nekodujici casti
genomu.

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

3. Vybér algoritml pro hodnoceni a selekci kandidatnich genti vzacnych variant za pomoci

funkc¢nich prediktora 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 nasledného sekvenovani nové generace
(NGS) vcetné vybraného panelu gent je popsany v publikaci, ktera je soucasti disertacni prace
(Hlavac et al. 2018).

Pacientky, jejichz vzorky a data byly studovény, prostudovaly a podepsaly ptfed vstupem do
studie Informovany souhlas pacienta a studie byla schvalena etickou komisi Statniho zdravotniho
ustavu v Praze a spolupracujicich poskytovatelii zdravotni péce (FN Motol, Medicon a.s. a

Nemocnice Atlas ve Zling).

3.1.2. Bioinformatické algoritmy a metody pro funk¢ni predikei ¢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/hg19) s preferenci ,,Filter-based annotation* byl stazen a integrovan
systtmem Unix pfipadné¢ Linux do interni databdze provozované ptes relacni databazové
systétmy MySQL a DBeaver. Software VEP (Variant Effect Predictor) verze v92.2, pro lidsky
genom (GRCh37/hg19) byl staZen a vyuzivan ke zpracovani dat v systému Unix pfipadné Linux.
Celkov¢ k filtraci a anotaci variant byly pouZity programovaci jazyky SQL v opera¢nim systému
Microsoft ptipadné Bash (Unix shell) a AWK v opera¢nim systému Unix. Pouzité piikladové
kody jsou uvedeny v seznamu disertacni prace. Ke statistické analyze metody miry faleSného
objevu (false discovery rate, FDR) a grafickému zobrazeni KM ploti byl pouZit programovaci
jazyk R verze 4.2.3 (survfit, ggsurvplot).

Ziskané vysledky tvoftily zaklad funk¢ni evidence sefazené dle vahy ndmi vytvotenych pravidel

pro prioritizaci variant nasledné urc¢enych k ovéteni ve valida¢ni fazi studie.

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

Bioinformaticka funkéni predikce (dikazy na urovni vzacnvch variant a genu)

Pro predikci patogenity jsme vybrali tfi ndstroje zaloZzené 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
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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 vSechny typy kédujicich
variant v genech s publikovanymi klinickymi diikazy. Prahové hodnoty pro predikci (bindrni
nebo ciselné) se fidily doporucenymi hodnotami vyvazenymi pro optimalni specifi¢nost a

citlivost, jak je definovali vyvojaii nastroje.
Metoda in silico predikce a interpretace predikce

Vypocetni predpoveéd’ byla odvozena pro vSechny nsSNV a rozdélena podle poctu nsSNVs na
urovenn genu. Geny s nejvysSim poctem domnéle patogennich variant byly dale zkoumény z
hlediska klinické asociace u pacientek s karcinomem prsu ve studii. Se zdmérem snizit pocet
falesn€ pozitivnich ptedpovédi zvolenymi in silico néstroji provozovanymi samostatné byla do
procesu filtrace integrovana specificka sada tzv., Benign set néstroju fizenych umélou inteligenci
(REVEL, VEST3 a MetaSVM) se shodnou predpovédi benigniho nasledku. Absence piedpovédi
nc¢kterym z nastrojii v kombinaci vytadila varianty z tohoto souhlasného hodnoceni (podrobné

viz Proces filtrace) v disertacni praci.

3.1.4. Farmakogenomicka data — ¢asté varianty

Integrace dat dostupnych na strankdch PharmGKB (TSV soubory s hodnotami oddélenymi
tabulatory) do interni databdze v MySQL/DBeaver podléhala pravidlim hlavnich vztahovych
identifikator (primarnich a cizich kli¢t) jako je ,,rsID* tj., oznaceni vyuzivané ve vefejnych
databazich specifickych pro lokus varianty napt. Clinvar a Human Gene Mutation Database
(HGMD) a,,PA(ID)* oznaceni v PharmGKB databazi. BliZ§i popis obsahu soubort a piikladovy

kod k vytvoreni interni databaze je uveden v diserta¢ni praci.

3.1.5. Farmakogenomicka data — vzacné varianty
Pro ziskani farmakogenomickych dat bylo provedeno vyhledavani variant souvisejicich s PGx

v databazich PharmVar a ClinVar.

3.1.6. 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 zamény 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 vzacnych variant.
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3.1.7. Statistické metody

K realizaci vSech cilt predkladané prace byly vrozené varianty ziskané z cilené¢ho sekvenovani
rekalibrovany pomoci GATK 3.7. Hardy-Weinbergliiv test byl vypocCten pomoci nastroje
Bcftools 1.5 (Cambridge, UK). Pro statistické a funkéni hodnoceni byly vzaty v uvahu pouze
varianty v Hardy-Weinbergové rovnovaze (p > 0,01), méné nez 50 % chybé¢jicich dat a
s FILTREM = PASS (VCF). Hladina vyznamnosti p <0,05 byla povaZzovédna za statisticky
vyznamnou. Analyzy byly provedeny pomoci statistického programu SPSS v16.0 (SPSS,
Chicago, IL, USA) a s pouzitim skriptu v R.

4. Vysledky

4.1. Vysledky pilotni studie ¢astych variant — bioinformaticka analyza

4.1.1. Datamining - farmakogenomické databaze

PharmGKB a PharmVar

Ziskané informace z PharmGKB, poskytly miru funkéni vyznamnosti klinické a vefejné
dostupné evidence pro prioritizaci variant zaclenénych do validacniho souboru. Dotazovana
repositoria zahrnovaly databaze PharmGKB (McDonagh et al. 2011) a PharmVar (ke dni analyzy
k dispozici pouze pro geny CYP2C9, 2Cl19, 2D6) se souhrnnymi vysledky statisticky
vyznamnych variant uvedenych v tabulkdch disertacni prace. Dal§i vyuZitou
farmakogenomickou databazi byla, an Adverse Drug Reaction Classification System-Target,

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

poskytuje komplexni informace o nezadoucich reakcich 1é¢iv zpisobenych interakci 1éCiv s
proteinovymi, genovymi a genetickymi variacemi. Data z databaze PheWas Resources
(phenome-wide association studies) byla filtrovdna opétovné v souladu s farmakoterapii nami
sledovanych pacientek, a tudiZ pro antineoplastickd léCiva a statisticky vyznamné varianty
uvedeny v diserta¢ni praci. Pro vybrané varianty databaze neuvadéla fenotypovou asociaci ve

statistické vyznamnosti na hladin¢ alfa 5%.

4.1.2. In silico predikce

Sekvenc¢ni sada nastroji

Pro funk¢ni predikci nesynonymnich variant byla sestavena samostatna sada néstroji vyuzivajici

algoritmy sekvencnich srovnani. Pro interpretaci predikce byl pouzit piisny konsenzus ve

vysledcich vSech nastrojii za vylou€eni vSech variant s chybéjici predikci minimaln€ v jednom z

nastroji. Ze statisticky vyznamnych nekodujicich variant ve vztahu k odpovédi na 1écbu,
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molekularnimu subtypu ¢i DFS bylo predikovano 6 variant nastroji MaxEntScan anebo TFBP
(VEP). Pro tyto varianty vSak heterozygotni genotyp prezentoval statisticky vyraznéjsi vliv ve
srovnani s obéma homozygoty, procez byly vylouceny z koneéného souboru statisticky
vyznamnych variant uréenych k validaci. PINES poskytl sefazeny seznam vyznamnosti predikce
nekddujicich variant (nevazend hodnota) s funkcéni charakteristikou ovlivnénou daty pro jaterni
tkan (vazena hodnota) a jatra jakozto hlavni cilovy orgéan biotransformace 1éCiv (Bodea et al.
2018).

Klinicky vyznamné varianty v odpovédi na lécbu a délce preziti

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

nastrojt.

4.2. Vysledky valida¢ni studie ¢astych variant

Za ucelem ovéfeni klinickych souvislosti zjisténych v testovaci fazi byly varianty hodnoceny na
zaklad¢ odpovédi a preziti pacientek ve validaénim souboru. VSechny homozygotni genotypy
pozorované u méng, nez péti pacientek byly pro zvySeni statistické sily srovnani seskupeny s
odpovidajicim heterozygotnim genotypem. V panelu 509 farmakogenti a genli souvisejicich
slécivy u pacientek s karcinomem prsu, pouze minoritni ¢ast, dileZitd z hlediska
individualizované terapie, byla potvrzena ve valida¢ni studii. VSechny validované varianty byly

rovneZz predikované za Skodlivé aspoii jednim ze zvolenych néstrojti.

Dalsi tfi varianty v genech DPYD a IRS1, z nichZ pouze jedna byla vyznamna, l1ze povaZovat za
prognostické z hlediska DFS po cytotoxické 1é€bé. V multivariacni analyze Coxovou regresi
upravenou podle grade karcinomu, stddia onemocnéni a stavu exprese hormonalnich receptort
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 dvé varianty
(rs17376848 rovnéz v DPYD a rs2288587 v IRS1) byly jiz nevyznamné (p = 0,071 ap =0,115).
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Graf 4—1 Kaplan-Meierovy grafy validovanych variant ve vztahu
k DFS pacientek 1é¢enych cytotoxickou terapii

Carkovana ¢ara (oranzova) predstavuje Easty homozygotni genotyp a plné ¢ara
(zelend) vzacnou alelu. Vyznamnost byla hodnocena pomoci log-rank testu.
Stinované oblasti oznacuji 95% intervaly spolehlivosti. Number at risk = pocet
pacientek v riziku. Pfi absenci vzacnych homozygoti nebo nizkych poctech ve
srovnavanych skupinach byl hodnocen vliv vzacné alely. (a): rs1801160; (b):

rs17376848; (c): rs228858.
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4.3. Vysledky studie proveditelnosti — vzacné varianty

Bioinformaticka funkéni predikce odhalila 1080 vzacnych nsSNV u 365 z 509 sekvenovanych
gentl. 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.
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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).

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 genii (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. Varianty

vyrazné snizujici nebo zvySujici funkci genu nebyly identifikovany.

C.) Statisticka asociace s klinickymi parametry

Pacientky s pfitomnosti patogenni varianty v genu CFTR méli vyznamné krat$i pieziti 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

potencialné dulezity gen korelujici s progndzou karcinomu prsu.
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Multivariacni 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). Pacientky, které¢ byly nositelky nékteré ze vzacnych
variant v genu ABCCI1, mély nejméné tiikrat vyssi pravdépodobnost vzniku nadora 3. stupné
(OR =3,1[95% CI: 1,2-8,3], p= 0,021, Pearsontiv chi-kvadrat).

Naopak varianty v ABCC4 vykazovaly asociaci naznacujici jejich protektivni roli, pokud jde o
nizky stupen nadoru (G1 nebo G2) a jiny nez invazivni duktalni karcinom (IDC) histologicky
typ nadoru ve srovnani s pacientkami bez vzacnych variant v ABCC4 (p = 0,046, Pearsoniiv chi-
kvadrat a p=0,045, Fisherv pfesny test). U pacientek s nsSNV v ABCC4 bylo pozorovéno vice
nez devétkrat vyssi riziko nedostate¢né odpovédi na 1écbu (OR = 9,64 [95%CI: 1,75 - 53,26] p
= 0,007, Fisherav pfesny test). Pfitomnost nsSNVs se vzacnou frekvenci ve farmakogenu
CYP2D6 naznacovala ochrannou roli, protoZe u pacientek s nddory vysokého stupné (G3) nebyly
zjistény zadné varianty (p = 0,023, FisherQv pfesny test).

Pacientky s divokym fenotypem ATP7B méli vyznamné ¢asteji luminalni (LA nebo LB) podtyp,
a navic také nizsi pravdépodobnost nadort vysokého stupné¢ G3 nez nositelky nsSNV v ATP7B
(p = 0,040 a p = 0,013, Fisherlv ptesny test). Pro gen CYP4F3 byly nositelky vzacnych variant
ze skupiny s LB podtypem nadoru ve srovnani s TNBC (p = 0,042, Fisheriiv pfesny test).
Pacientky v premenopauzalnim obdobi mély ¢astéji 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 témé&f pétkrat vySSim rizikem nedostatecné odpovédi na
neoadjuvantni cytotoxickou chemoterapii (OR=4,89 [95% CI:1,04-22,96], p=0,046, Fishertv
pfesny test). U vyjmenovanych geni nebyla pozorovdna z4dné souvislost s DFS nebo OS.
Coxova regresni analyza pro DFS a OS upravend podle stupné nadoru (G3) a stadia onemocnéni
proto neprokazala statistickou vyznamnost. U Zadné z exonickych variant souvisejicich s PGx v
DPYD a CYP2D6 nebyla zjisténa Zadna asociace.

V analyze zamétfené 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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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).

Tti varianty ve vztahu k odpovédi na 1écbu byly objeveny pro genotyp v 1s2227291 genu ATP7A4
a varianty rs4376673 genu DFFB u ¢astého (MAF > 5 %) homozygota anebo pro ¢astou alelu v
1s2293194 genu KCNABI. Déle pacienti s ¢etnym homozygotnim genotypem v rs1801160
DPYD ptezivali déle bez relapsu po cytotoxické 1é€be nez nositelé vzacné alely. Tento efekt byl
zvlasté vyrazny u pacientli s lumindlnim B a triple negativnim molekuldrnim podtypem.
Zajimavého vysledku jsme doséhli pro nasledujici dvé intronové varianty. Pro gen DFFB
(rs4376673) a KCNABI (1s2293194), byly obé€ varianty prioritizované z divodu 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 vaZzenym vzhledem na
fenotypova data pro jaterni tkan jako hlavniho mista metabolismu léCiv. Z celkového poctu 6
prioritizovanych variant se silnou klinickou evidenci odpovédi na 1é€bu a DFS, pouze prave tyto
dvé varianty, predikované nastrojem PINES, byly validovany. Varianta rs2293194 byla
vyznamné spojena s odpoveédi u pacientll s Casnym stadiem onemocnéni 0 (in situ) nebo I (p
<0,001). V genetice nadorovych onemocnéni miZze gen KCNABI hrat roli v patogenezi
karcinomu prsu, protoZe jeho nadmérnd exprese byla zjiSténa v naddorech prsu ve srovnani s
nenadorovymi tkdnémi (Hlavag et al. 2014, s. 450).

Gen DFFB je podjednotkou Beta a aktivni slozkou proteinu DNA Fragmentation Factor (DFF).
Naptiklad zvySena exprese DFFB v kombinaci s 1é¢bou doxorubicinem nebo sulfonamidy

zvysila mortalitu nddorovych bunék karcinomu prsu T47-D prostiednictvim apoptdzy in vitro
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(Bagheri et al. 2015; 2014). Variace a deregulace genu DFFB v ptitomnosti 1€kt indukujicich
apoptozu by tedy mohla mit vliv na jejich G¢innost v nadorovych bunkach. DalSim genem
relevantnim pro farmakogenomiku nukleosidovych analog je dihydropyrimidin dehydrogenaza
(DPYD). DPD je aktivni v metabolické draze 5-fluorouracilu a mutace v jeho genu vedou ke
zvysenému riziku toxicity u onkologickych pacientl, 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 pacientli s karcinomem tlustého stfeva
1é¢enych rezimy sestavajicimi z 5-fluorouracilu nebo kapecitabinu v kombinaci s oxaliplatinou
bylo nosicstvi rs1801160 (G>A) v DPYD spojeno s neZaddoucimi rizikovymi u¢inky, napf.
neutropenie tietiho az ¢tvrtého stupné (Ruzzo et al. 2017). Dalsi recentni studie u onkologickych
pacientli s farmakoterapii fluoropyrimidiny navic dokladd vyznamnost objevu rs1801160
(c.2194G>A) souvisejici s odpovedi na 1é¢bu, kdy autofi pfimo doporucuji zvazeni ptidani této
varianty do klasického DPYD panelu testovani u pacientd (Bozina et al. 2022). Pfestoze bylo
nedavno navrzeno individualizované davkovani fizené genotypem DPYD pro lepsi bezpecnost
1écby fluoropyrimidiny jako novy standard péCe (Henricks et al. 2018), nase studie nebyla
navrzena tak, aby se zabyvala nezddoucimi U¢inky anebo upravou terapie. Nicméné ovéiend
asociace varianty DPYD s DFS piidava do znalostni baze nové a diilezité pozorovani.

Z dalSich validovanych variant, spojenych s odpovédi na lécbu, vzbuzuje zvlastni pozornost
152227291 v ATP7A, protoze je nesynonymni (V767L), a tudiz pravdépodobné bezprostiednéji
funkéni. Pozoruhodné je, ze 1s2227291 je jedinou asociaci s odpovédi ve validaénim souboru,
kterd prosla mirou faleSného objevu (p = 0,011). Transportér médi ATP7A4 koéduje
transmembranovy protein, ktery funguje pfi transportu médi pies membrany a je ¢asto studovan
v souvislosti s citlivosti na léky na bazi platiny, napf. cisplatinu. Pomérné¢ nedavno byla
152227291 spojena s rezistenci na cisplatinu u pacientek s epitelidlnim karcinomem vajecnikti
lécenych kombinaci platiny a taxanu (Li et al. 2017). Pro gen SLC2843 je rs10868138 méné
studovanou variantou, dle publikovanych dat, byla spojena s vyS$si koncentraci azathioprinu v
erytrocytech pacientil s neuromyelitis optica (Mei et al. 2017), coz naznacuje, Ze mize byt

funkéni in vivo.

Souhrnng, 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)
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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
parametri nukleosidovych analogti (Khatri et al. 2014) a s kardiotoxicitou antracyklinti
(Visscher et al. 2013). Ukazalo se, ze variace rs7867504 v SLC28A43 se podili na toxicité
gemcitabinu u pacientll s metastazujicim karcinomem prsu, ktefi dostavaji udrzovaci 1é€bu (Park
et al. 2013). Asociace této varianty vSak nebyla po upravé na stadium onemocnéni v
multivariacni analyze vyznamna.

Obecné prekvapivého vysledku jsme dosahli pii celkovém srovnani Skodlivych variant
predikovanych nastrojem CADD, které¢ se ve 28,5 % shodovalo s jiz kuratory oSetfenymi
farmakogenomickymi variantami v PharmGKB a ve 100 % u tfi 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 ucent.

Navzdory vybéru néstrojii do sekvenéni sady nejlépe odpovidajici povaze farmakogenomickym
variantdm a obchazejici vySe zminéné zndmé nedostatky, napt. kruhovost (Grimm et al. 2015)
u ostatnich kategorii (tj. metody strukturdlni, strojové uceni), nebyla ani jedna ze tii
prioritizovanych variant validovdna. Nedavna studie zroku 2022 demonstrovala snizenou
vykonnost prediktort strojového uceni prave z diivodu nadmérného ptizpisobeni (,,overfitting*)
trénovanych dat naproti nastrojim jako je SIFT a PROVEAN vyuzité v nasi studii (Quinodoz et
al. 2022). Nicméné, pii dodatecném porovnéni s nastrojem CADD, vSechny tfi nsSNVs byly
povazované rovnéz za Skodlivé, coz naznacuje, Ze chybovost predikce nebyla danid vybérem
sekven¢nich modeld bez strojového uceni.

V ramci nov€ navrZené strategie prioritizace variant jsme implementovali jiny postup, neZ byl
pouzivany na pracovisti Skolitele, kdy vzhledem k zjiS§ténym omezenim in silico analyz jsme
nejdiive aplikovali statistickou analyzu na mens$im vzorku pacientek v korelaci ke klinickym
datiim, ktera vyfiltrovala potencialn¢ dilezité varianty a zaroven zvysila efektivitu postupu.
Podporu tohoto postupu dokladaji 1 vysledky studie (Ernst et al. 2018), kde testovali vykonnost
¢ty predikénich néstroji (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 prokazali, ze vzhledem k nizké specificité nebyly predik¢ni nastroje in silico

vhodné k ptedpovédi patogenity variant s nejistym vyznamem tzv. VUS u BRCA1/2. Klinické
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dasledky by tedy nikdy nemély byt zalozeny pouze na predpovédich in silico. Celkové tak naSe
statisticka evidence asociace s klinickymi daty na malém vzorku pacientti (n = 105) pfedchazela
pouze dopliujici, avSak komplexni in silico prioritizaci doplnénou o data z databazi s jiz
ovétenou funkéni predikei. Rozdilnost ve funkénich aspektech jiz klinicky ovéfenych variant je
obecnym problémem, a proto jsme krok opétovného ovéfovani jiz publikovanych variant
povazovali za zasadni. Zminénd studie dale naznacila, ze nastroje SIFT a MutationTaster2 by
mohly byt vhodné k piredpovidani benignity, protoze oba néstroje nevedly k faleSné negativnim
predpovédim (Ernst et al. 2018). Strategii, kterd rozd€luje vybér specifickych nastrojii 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 pii anotaci podle databaze NCBI
Reference Sequence Database, RefSeq (RefSeq; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) v
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 lécbu 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 vSechny predikované za Skodlivé

in silico, byly klinicky ovéteny.

5.1.2. Predikce vzacnych variant

Uprava in silico predikce podle délky genu déle zpiesnila proces filtrace a umoznila zafazeni
DPYD - VIP farmakogenu do konecného souboru gentli. Dolovani dat v databazich PGx také
odhalilo vyznamny pocet pacientek nasi studie, které mély relevantni PGx exonické varianty, a
to konkrétné v DPYD, CYP2D6 a ABCCI. Funkéni predpovédi in silico pomoci Ctyf nastroji
byly k dispozici pouze pro dvé nsSNV (rs67376798 v DPYD a rs45511401 v ABCC1) z osmi
identifikovanych PGx variant. Gen DPYD kéduje enzym dihydropyrimidin dehydrogenazu
(DPD), ktery je zodpovédny za farmakokinetiku a souvisejici toxicitu fluoropyrimidint. U
heterozygotnich pacientil 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 zddnym z testovanych klinickych

parametri. Naopak, zatimco ani u exonickych variant v CYP2D6 nebyla nalezena Zadna
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asociace, u skupiny pacientek s piitomnosti nsSNV byla prokazana asociace se stupném nadoru,
tj., 1 a 2 (p = 0,023). Studie rovnéz ukazala, zZe u pacientek s karcinomem prsu, které meély
nekterou ze vzacnych variant v ABCCI, byla nejméné tiikrat vyssi pravdépodobnost vzniku
vysoce agresivnich nadort 3. stupné€. Publikované udaje dokladaji, ze rs45511401 v ABCCI byla
vyznamné (p = 0,012) spojena se zvySenym rizikem kardiotoxicity u pacienti s Non-
Hodgkinovym lymfomem léCenych adriamycinem (Wojnowski et al. 2005). Antracykliny, jako
je adriamycin, fadi k bézné onkologické 1é€bé pacientek s karcinomem prsu a vyskyt zadvaznych
nezadoucich vedlejsich u¢inkt mtze vést k preruseni a selhani 1écby.

Mutace v CFTR byly v nedavné dobé spojeny se zvySenou nachylnosti k riznym formam
malignit, coZ naznacuje, Ze funkce CFTR je jesté Sir$i nez jen funkce iontového kanalu a
poukazuje na schopnost regulovat ¢etné signalni drahy. Jiz n¢kolik autorti (Zhang et al. 2018;
FitzMaurice a Nazareth 2021; Dvorak et al. 2017) popsalo souvislost trovné exprese CFTR s
prezitim pacientil véetné 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 ptedevs§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 rizné klinické dasledky v zavislosti na
spoluobjevujici se varianté (variantach) umisténé v pozici cis/trans, kterd ovliviiuje produkci
proteinu CFTR (napi. pankreatickd insuficience). Pro nasi studii to naznacuje potencidl pro
funkéni aktivitu zjisténych variant. Z hlediska poméru patogennich variant na gen se CFTR
nachazel v rozmezi 10 nejvice patogennich genli. N&kolik dalSich studii ukézalo, Ze délka
transkriptu koreluje s funkéni aktivitou ko-exprimovanych genii nebo proteini 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 ptisobeni v rezistenci na 1éky nebo v malignim procesu miize byt zavisly i na jinych
genech. Jiz dfive jsme prokézali, Ze CFTR, dtive 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 ptedstavuji velkou rodinu aktivnich pfenaseci, které
transportuji latky, véetné protinadorovych 1€€iv, pies extracelularni a intracelularni membrany a
ovliviiuji tak eflux 1€Civ souvisejici s rozvojem chemorezistence nadorovych bun¢k (Fletcher et

al. 2016; Chen et al. 2016). Zde jsme identifikovali ¢tyfi ze sedmi klinicky asociovanych gend,
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které se fadi do rodiny ABC. Jako ptiklad lze uvést transportéry podrodiny 4BCC, 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 pozdé¢ji CYP4F3 nebo
CYP2D6, je znamo, Ze se podileji na metabolismu protinadorovych 1é¢iv a na rezistenci k
chemoterapii zalozené na cisplating u né¢kterych druhii rakoviny (Kanzaki et al. 2002; Nakayama
et al. 2002). Nase zjisténi naznacuji, ze tato rezistence nemusi byt omezena pouze na platinové
derivaty, ale také na dal$i strukturné a mechanisticky riiznoroda 1éciva. Souvislost mezi
genetickou variabilitou téchto genil a rezistenci vSak ¢ekd na potvrzeni v nezavislych studiich na
vétsich populacich a naslednych funkénich analyzach. Jsme si védomi toho, Ze nase soucasné
vysledky nemusi byt nezavislé na dalSich neznamych klinickych nebo molekularnich faktorech,
které jesté vyraznéji ovliviiuji prognézu pacientl. Kromé skromné velikosti vzorku je dal$im
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
pfinos v zaméfeni na nejvyznamnéjsi farmakogeny a onkogeny a hodnoceni etnicky homogenni
populace, coz ptispiva ke konceptu diverzity v mediciné a konkrétné v precizni onkologii a

mozné prevenci.

5.1.3. Predikce variant genu KIF14

Celkové z 23 zarodecnych variant s alelickou frekvenci vetsi nez 5%, byly pouze 2 (rs17448931
a rs3806362) klinicky ovéfeny a predstavuji dals$i zpresnéni cilii v genu KIF14 s potencialnim
vyuZitim v terciarni prevenci. Varianty se nachdzeji v intronové ¢asti genomu a jejich regulacni
funkce byla demonstrovéana a spravné pifedpovédéna zvolenou in silico predikci.

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

na naSich vysledcich nepiimo poukazuje na vyznamnost naseho vysledku.
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Dostupné metody predikce, zejména pokud jsou adekvatné kombinovany, maji potencial pro
spravnou predikci Skodlivosti. Zachyceni diagnostickych pozadavkil, zlepseni prevence a
klinické 1écby vsak vyzaduje dalsi optimalizaci. Statistické nebo strukturdlni metody a metody
strojového uceni, zalozené na pravidlech pro identifikaci a analyzu zéavislosti nsSNVs nesou
potencial ke zvyseni piesnosti diagnostickych a prognostickych pfistupii k odhadu odpovédi na

1é¢bu a zlistanou proto soucasti evidence ve filtraci a prioritizaci variant na pracovisti Skolitele.

5.2. Zavéry

5.2.1. Valida¢ni 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
nastrojii in silico a zavedenych farmakogenomickych databazi byly v testovaci fazi ziskany
prioritizované varianty u 105 pacientek a dale technicky a klinicky ovéfeny na souboru dal§ich
805 pacientek. Asociace 1s2227291 v ATP7A4, 1s2293194 v KCNABI (u pacientek v Casném
stadiu) a rs4376673 v DFFB s odpovédi na neoadjuvantni cytotoxickou 1écbu poskytuji nové
cile pro nasledné funkéni studie s potencidlem pfispét k terciarni prevenci selhani 1écby. U
pacientek s luminalnimi B nebo trojité negativnimi nadory, ¢asto 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 Uplné
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.eu/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 odpovédi na lécbu, kdy autofi ptimo doporucuji zvazeni
pfidani této varianty do klasického DPYD panelu testovani u pacientll (Bozina et al. 2022).
Studie tak pfispiva 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
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rozsahu a s vazbou na chemorezistenci hodnocenou ve vztahu k prognéze a vysledku 1écby

pacientek s karcinomem prsu.

5.2.2. Studie vzacnych variant

Nase studie proveditelnosti piinesla nékolik inovativnich postupti prioritizace domnéle
funk¢nich vzécnych variant. Pokud je ndm zndmo, je to poprvé, kdy byl jako vychozi bod pii
urcovani priorit patogennich genti u Ceskych pacientek s karcinomem prsu zaveden pomeér
patogennich gentl (GPR) a vylucovaci kritéria pro benigni geny s kombinaci nastrojt, kterym
dominuje predikce fizena umélou inteligenci. Pro sedm z dvanacti prioritizovanych gent, 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. Nase studie poskytuje dalsi
dikaz, ze CFTR se potencialné podili na procesech ovliviiujicich G¢innost onkologické 1é¢by
nebo na samotné maligni progresi onemocnéni.

Tercidrni prevence v kontextu odpovédi na l1é€bu se teoreticky nabizi moznym sledovanim
funkcnosti CFTR nebo pfimim 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 Usp&€$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 ovéfeny.
Varianty se nachazeji v intronové ¢asti genu a jejich regulacni funkce byla spravné pfedpovédéna

zvolenou in silico metodou.

Tato prace splnila vSechny vytycené cile a pfispéla k vyzkumu v oblasti terciarni prevence
selhani 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 dikazi pro dal$i vyuziti v moderni precisni medicing.
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