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ABSTRAKT

Karcinom prsu je nejcastéjsi zhoubné nadorové onemocnéni Zen, které je z hlediska
progndzy velice heterogenni. Casny karcinom prsu ma celkové vynikajici prognézu, v této
skupiné se vSak vyskytuji pacientky s vysoce nepfiznivym vyvojem a rizikem budouciho
navratu nemoci. Vzhledem k u¢innym moznostem protinadorové |écby, je hlavnim ukolem
spravného léc¢ebného rozhodovani urceni rizika relapsu zhoubného onemocnéni. Ke
stanoveni progndézy mame k dispozici markery klinické a patologické, vSechny vykazuji nizkou
individualni specificitu a senzitivitu. Molekularni testy zaloZzené na vicegenovém hodnoceni
DNA nebo RNA vykazuji vyssi senzitivitu a specificitu, ale jejich vzdjemna shoda je nizka.
Jednim z hlavnich smér vyzkumu karcinomu prsu je hledani dostatecné specifickych a
senzitivnich prognostickych biomarker(.

MikroRNA jsou malé, vysoce stabilni, nekddujici RNA, které ovliviiuji souc¢asné desitky mRNA
a proteind uvnitf bunék. V kancerogenezi mohou fungovat jako onkogeny nebo tumor
supresorové geny a ovliviuji zakladni déje vzniku a udrzeni nddorového procesu. Jednim ze
smérl vyzkumu mikroRNA je jejich vyuziti jako prognostické biomarkery. Bylo publikovano
mnoho praci, které definovaly jejich vyuZitelnost pfi urceni prognostického rizika c¢asného
karcinomu prsu s velice rozdilnymi daty.

Nami predkladany projekt hodnotil expresi miR-155, miR-24, miR-181b a miR-19a v séru
pacientek s ¢asnym karcinomem prsu v zavislosti na rlznych fazich Iécby. VSechny miR
vykazovaly v dobé diagndzy vyznamné vyssi hodnoty exprese oproti zdravym kontroldm. Po
operacnim odstranéni nadoru a adjuvantni lécbé doslo k jejich poklesu a byla patrna
tendence k normalizaci hodnot exprese viech miR s rliznou dynamikou. Pacientky ve skupiné
vysokého rizika mély vyznamné vyssi expresi onkogennich miR v porovnani s pacientkami
nizkého rizika a vykazovaly opozdény a méné hluboky pokles jednotlivych miR po
protinddorové |écbé. U pacientek nizkého rizika dochdzelo po onkologické l|écbé k
normalizaci exprese mikroRNA, na rozdil od pacientek vysokého rizika. Sérové hodnoty miR-
155 a miR-24 vyznamné zlepSovaly predikci pravdépodobnosti relapsu nemoci nezavisle na
ostatnich parametrech. Jediny marker, ktery zpresfioval hodnoceni rizika relapsu spolu s
miR-155 a miR-24, je exprese prolifera¢niho indexu Ki-67>20%. V mutivariantni analyze jsme
prokazali, Ze vliv chemoterapie, radioterapie a hormonoterapie na zmény exprese miR-24,
miR-155 a relapsy onemocnéni nebyl signifikantni. Hodnoty miR-24 a miR-155 tak mohou
predstavovat skutecny nezavisly prognosticky biomarker.



ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent cancer in women and is prognostically very
heterogeneous. Early breast cancer has an excellent overall prognosis, in this group we can
also find patients with highly unfavourable progress with a risk of future disease relapse.
Due to effective anticancer treatment is a main task of precise clinical decision to determine
risk of an individual patient in the term of cancer relapse. We can use clinical and
pathological markers, all of them have low individual sensitivity and specificity. Molecular
tests based on multigene DNA or RNA assays have higher sensitivity and specificity but their
interrelated concordance is low. One of the main scientific task is to find almost specific and
sensitive prognostic biomarkers.

microRNAs are small, highly stable, non-coding RNAs, which regulate tens of mRNAs and
proteins inside cells. In cancerogenesis, they could act as oncogenes or tumor supressors as
well and affect main steps of initiation and progression of cancer. One of the scientific
directions is to determine their prognostic significance. Many experimental and clinical
studies defining prognostic significance of miRs in early breast cancer was published but
their data were very different.

Our project analyzed expression of miR-155, miR-24, miR-181b a miR-19a in sera of patients
with early breast cancer. All miRs were significantly over-expressed in time of diagnosis in
comparison to healthy controls. After surgical tumor removal and adjuvant therapy declined
and normalized expression of all miRs with different dynamics. High-risk patients had
significantly higher expression of miRs in comparison with low-risk group. Patients in high-
risk group had slower and less profound decline of miRs after anticancer treatment. Low-risk
patients normalized miRNAs expression after anticancer treatment, but this wasn’t visible in
high-risk group. Serum expression of miR-155 and miR-24 improved prediction of cancer
relapse independently of the other parameters. Only expression of Ki-67>20% specified
relapse probability along with expression of miR-155 and miR-24. In multivariate analysis we
confirmed that neither of chemotherapy, radiotherapy and hormonal therapy were able to
significantly change expression of miR-24, miR-155 and affect disease relapse. Serum
expression of miR-24 and miR-155 could act as independent prognostic biomarkers.



1. Uvod
1.1 Karcinom prsu

Karcinom prsu je nejcastéjsi zhoubny nador u Zen s incidenci 130/100 000 Zen a je nej¢astéjsi
pfi¢inou Umrti na nddorova onemocnéni Zzen. Od zacatku 90. let narostl pocet zachytl ve
stadiu I, pokles incidence je pozorovatelny ve stadiu Il a lll, stddium IV je relativné stabilni.
Mortalita vykazuje v poslednich 5 letech mirny pokles, v roce 2014 zemfelo na karcinom prsu
3000 zen. Stadium 1, Il a lll je potencidlné kurativni, vSechny postupy sméfuji k presnému a
individualnimu uréeni rizika relapsu a optimalizaci komplexni onkologické [éCby.

Diagnostika karcinomu prsu je v soucasnosti moznd klinicky a zobrazovacimi metodami.
Vsechny metody maji své limitace dané senzitivitou a specificitou, snaha o nalezeni novych
senzitivnéjSich a specifictéjSich metod casné detekce, véetné téch molekularnich, je
dlleZitym faktorem, ktery mize zlepsit progndzu pacientek.

Vétsina karcinomd prsu vznika spontanné, nakupenim nahodnych mutaci a epigenetickymi
vlivy, mezi geneticky podminéné patti 10%-15% nador0. CeloZivotni riziko vzniku karcinomu
prsu je mezi 8%-12% podle populace. Hlavnimi rizikovymi faktory jsou Zenské pohlavi, vék a
zvysena expozice k estrogennim hormonim. Mezi dalsi patfi rodinnd a osobni anamnéza
karcinomu prsu a vajecnikl, denzni prsni Zlaza, benigni prsni onemocnéni, anamnéza ozareni
hrudniku v détském véku a adolescenci, obezita a zvySené uzivani alkoholu.

Mezi geneticky podminéné faktory patfi mutace v celé fadé gena s rizné vyjadienym rizikem
- BRCA1 a BRCA2, PALB2, ATM, p53, CHEK2, PTEN, CDH1, STK11. Nejvy&¥i riziko je u
pacientek s mutacemi v genech BRCA1/2, proteiny produkované témito geny slouZi k opravé
dvouretézcovych zlomd DNA. Pfi jejich chybéni dochazi k poruse oprav zlom( DNA a zvysené
genomové nestabilité. Mutace v genech BRCA1/2 predstavuji priblizné 20%-25%
hereditarnich karcinom( prsu a 5%-10% vSech karcinom( prsu. Riziko vzniku karcinomu prsu
pfi mutaci BRCA1 vzrlista na 55%-65% a BRCA2 na 45%-55% do 70 let véku.

Karcinom prsu je velice heterogenni onemocnéni, morfologicky, molekuldrné, prognosticky a
|éCebné (Polyak K. et al., 2011). Progndza je urcena hlavné klinickym stadiem v dobé
diagndzy, molekuldrnimi a patogenetickymi charakteristikami onemocnéni, nadorovou
heterogenitou a efektivitou [é¢ebnych modalit.

Casny karcinom prsu ma jako celek vynikajici progndzu, nicméné v této skupiné existuji
pacientky s vysokym rizikem navratu nemoci. Riziko relapsu onemocnéni vykazuje dva
vyrazné vrcholy, které jsou patrné 1,5-2 roky od diagndzy a 5 let od diagndzy, poté se
postupné snizuje. U pacientek s vysokym rizikem budouciho relapsu onemocnéni je
indikovana intenzivnéjsi protinadorova lécba, zpravidla kombinovand chemo(bio)terapie.
Pacientky s nizkym rizikem navratu nemoci je vhodné resit méné agresivni a méné intenzivni
onkologickou protinadorovou lécbou. Snaha o precizni uréeni progndzy jednotlivych
pacientek je vedena vysokou toxicitou cytostatik s moZnymi trvalymi nasledky. Co
nejpresnéjsi stanoveni progndzy u konkrétni pacientky v dobé zachytu onemocnéni, je tak
jednim z hlavnich krok( ke skutec¢né individualizované Iécbé karcinomu prsu. Prognostické
markery lze rozdélit na klinické, patologické, biochemické a molekuldrni.

Hlavni klinickou determinantou progndzy je klinické stadium v dobé diagndzy. Celkové 5leté
preziti karcinomu prsu ve stadiu | je kolem 87%, stadiu Il 68%, stadiu Il 41% a stadiu IV 10%
(Siegel RL. et al., 2016). Primérné 5ti a 10ti leté preZiti pti N1 postiZeni je 62% a 38% a pii N2
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postiZzeni je 32% a 13%. Pacientky s negativnimi LU a nadory Tla-b prezivaji bez recidivy 10
let v91% a s nadory Tlc v 83% (DeSantis C. et al., 2014).

Patologické prognostické markery predstavuji histologicky typ, grading, exprese
estrogenovych (ER) a progesteronovych receptorl (PgR), proliferacni index Ki-67 a
amplifikace HER2/neu genu.

DuleZitym prognostickym markerem je stupen diferenciace nadoru, pétileté preZiti pacientek
s nadory grade | je 90% oproti 53% u Zen s grade lll, desetileté preziti u grade | je 79% a
grade Il 25% (Schwartz AM. et al., 2014).

Prognosticky vykazuji pacientky s nadory s pozitivitou HR lepsi preziti a byva méné casté
postizeni lymfatickych uzlin, pétileté preziti je kolem 74% u HR pozitivnich a 55% u HR
negativnich pacientek, inverzné to plati pro pravdépodobnost recidivy (33% vs 56%) (Prat A.
et al., 2013, Sestak I. et al., 2013).

Nalez onkogenu HER2/neu a jeho vyznamu v patogenezi, progndze a léCebném ovlivnéni
znamenal zasadni prilom v managementu karcinomu prsu. ZvySend exprese nebo
amplifikace HER2 byva ¢astéjsi u HR negativnich nadord, nador( s vyssi proliferacni aktivitou
a vysSim gradingem. Z toho vyplyva Castéjsi postizeni lymfatickych uzlin, kratsi interval
preZiti bez progrese a nizsi celkové prefziti.

Poslednim patologickym prognostickym markerem je proliferacni index Ki-67. Jeho
prognosticka sila je v multivariantnich analyzach nezavisla na ostatnich parametrech, vysoké
hodnoty zvysuiji riziko recidivy a predikuji benefit cytotoxické chemoterapie (Criscittielo C. et
al., 2014). Imunohistochemické stanoveni proliferacni aktivity pomoci Ki-67 je zatizené
vysokou variabilitou a chybovosti, uZitim rdznych metod a setl, intratumorovou
heterogenitou exprese a dalSimi (Denkert C. et al., 2014).

Mezi biochemické markery fadime CA 15-3 (Carbohydrate antigen 15-3) a CEA
(Carcinoembryonic antigen), jejich predpovédni hodnota je nizka, vykazuji nizkou senzitivitu i
specificitu a vyuzitelnost u ¢asného karcinomu prsu je velice omezend (Duffy MJ. et al.,
2010). Soucasné postaveni CEA a CA 15-3 je v monitoraci metastatického karcinomu prsu,
spolu s dalsimi klinickymi a zobrazovacimi metodami (Sturgeon CM. et al., 2008).

Multigenové prognostické eseje vychazeji z genomického profilovani, které definovalo pét
zékladnich podtypl karcinomu prsu — luminal A, luminal B, HER2, basal-like a claudin-low
(Eroles P. et al., 2011, Prat A. et al., 2011). Jednotlivé molekularni subtypy se vyznamné lisi
prognosticky a lze z nich odvodit i citlivost k rliznym typam Iécby. Zaklad multigenovych eseji
tvofi geny estrogenové a progesteronové signalizace, proliferace a dalsi genové klastry podle
jejich vyznamu u karcinomu prsu. Multiparametrické molekularni prognostické testy jsou
aktualné pouzitelné jako pomocny nastroj stanoveni indikace adjuvantni chemoterapie u ER
pozitivnich nadorll s maximalné 3 pozitivnimi LU. Molekuldrni genomické eseje, i pres
nesporny pokrok v porovnani s ostatnimi markery, nespliuji zcela individualizovanou
predpovéd rizika relapsu (Gyorrfy B. et al., 2015).

V soucasnosti definujeme nékolik hlavnich smér vyzkumu, které mohou vést ke snizeni
mortality na karcinom prsu. Jsou to 1) zlepseni detekce nadoru v casnéjsich fazich a
identifikace vysoce rizikovych pacientek, 2) stanoveni prediktivnich biomarker0 rezistence k
hormondlni terapii a anti-HER2 terapii, 3) stanoveni biomarkeri k odliSeni subtypl a
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|éCebnych mozZnosti trojité negativniho karcinomu prsu a 4) definice prognostickych
biomarkert a biomarker( ¢asné detekce metastatického onemocnéni.

Shrnuto, dosavadni zndmé klinicko-patologické a molekularni markery jsou pouze castecné
nezavislé jeden na druhém a vyznamné selhavaji u konkrétnich pacientek a jejich individudlni
senzitivita a specificita jsou nizké. Pacientky s podobnymi kombinacemi rizikovych faktord
vykazuji velice rozdilné lécebné vysledky a progndzu. Hledani novych prognostickych a
prediktivnich marker( s dostate¢nou senzitivitou a specificitou je tak, vedle hledani novych
|é¢ebnych molekul, aktualné hlavnim smérem vyzkumu karcinomu prsu.

1.2 MikroRNA

MikroRNA (miRNA, miR) patfi do skupiny nekddujicich RNA (Amorim M. et al., 2016).
MikroRNA jsou endogenni, kratké, jednoretézcové RNA s délkou 18-25 nukleotidi (nt).
MiRNA jsou klicové regulatory fady biologickych procest plisobenim na genovou expresi na
posttranskripéni Urovni a mohou soucasné regulovat stovky mRNA a protein( (Di Leva G. et
al., 2014).

MiRNA jsou pFepisovany z gen( za Ucasti vlastniho promotoru pomoci RNA polymerazy Il do
transkriptu pri-miRNA (Ha M. et al., 2014). Zpracovanim pri-miRNA Drosha ribonukledzou a
proteinem DGCR8 vznikaji pre-miRNA o délce pfriblizné 70 nt, které jsou nasledné
exportovany z jadra do cytoplazmy pomoci exportinu 5 (XPO5) (Czech B. et al., 2011). V
cytoplazmé jsou pre-miRNA Stépeny enzymem Dicer | (RNaza Ill) a vznikd dvouretézcovy
miRNA-miRNA® duplex. Nasledné jsou oba Fetézce oddéleny, zralé vodici miRNA jsou
inkorporovany do RISC (RNA-induced silencing complex) a druhy fetézec (miRNA®) je
degradovan nebo také zahrnut do RISC. RISC je tvofen miR, enzymem Dicer, proteiny
TARBP2 (transactivation-responsive RNA-binding protein 2) a AGO2 (Protein Argonaute-2).
Zrala miRNA navadi AGO protein ke komplementarni sekvenci cilové mRNA a potlacuje jeji
expresi. miRNA se vazi na 3’UTR (untranslated region) mRNA, ¢astecnd komplementarita
vede k blokadé translace a plna komplementarita k degradaci mRNA.

MikroRNA hraji dllezitou roli v celé fadé bunécnych pochodl — bunécném cyklu,
diferenciaci, proliferaci, invazivité, angiogenezi, apoptdze a migraci (Rutnam ZJ. et al., 2012).
Béhem kancerogeneze mohou vstupovat do regulace molekuldrnich signalnich cest maligni
transformace vlivem na onkogeny a tumor supresorové geny. MikroRNA jsou
transportované extracelularné a diky extrémni stabilité a malé molekule jsou detekovatelné
v celé radé télesnych tekutin, véetné séra a plazmy (Heneghan HM. et al., 2010).

Komplexni prehledy studia cirkulujicich mikroRNA pfinaseji zna¢né odlisSné vysledky meazi
jednotlivymi projekty, které mohou byt ¢astecné vysvétleny metodologickymi rozdily, které
postihuji vSechny kroky analyzy miR od odbéru vzork(l po postanalytické kroky, je kladen
dliraz na precizni a standardizovany odbér vzorkd, jejich zpracovani, skladovani a analyzu
(Khan J. et al., 2017).

MikroRNA plsobi u karcinomu prsu podle vlivu na bunécnou proliferaci jako onkogeny
(onkomiR) nebo tumor supresorové miR, onkomiR potlacuji expresi tumor supresorovych
genl a jsou u karcinomu prsu zvySené exprimované. Tumor supresorové miR zaméruji svij
ucinek na onkogeny a jsou snizené exprimované (Bertoli G. et al., 2015). MikroRNA plsobi
na vSechny zakladni déje pfijimané teorie kancerogeneze vlivem na nadorové kmenové
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buriky, bunécény cyklus, apoptdzu, epitelidlné-mezenchymalni tranzici a angiogenezu (Fan X.
et al.,, 2017, Pileczki V, et al., 2016, Frixa T. et al., 2015, Abba ML. et al., 2016).

S ohledem na vySe uvedené mohou byt miR vyuzZity jako cirkulujici diagnostické,
prognostické a prediktivni biomarkery (Shen J. et al.,, 2013). Jejich pouZziti v kombinaci s
klinicko-patologickymi a molekuldarnimi markery muZe upfesfiovat a individualizovat
progndzu a predikovat ucinnost terapie karcinomu prsu (Cava C. et al., 2014). | pfes odhaleni
tisicovek mikroRNA, jejich cild a signalnich cest, jsou znalosti o jejich prognostickém
vyznamu, stratifikaci rizika a moZnostech monitorace nadorovych onemocnéni zatim
omezené (Armand-Labit V. et al., 2017).

1.3 Cilové mikroRNA projektu

Pro nas projekt jsme vybrali miR-155, miR-24, miR-19a a miR-181b, které predstavuji
dilezité molekuly nadorového ristu a agresivity karcinomu prsu (Eichelser C. et al., 2013).
Jako normalizacni kontrolu jsme zvolili let-7a, ktera vykazuje stabilni expresi mezi zdravymi a
nadorovymi tkdnémi (Zhao H. et al., 2010).

MiR-155 byla popsana jako duleZity faktor vzniku, rozvoje a udrZeni nadorového procesu
(Mattiske S. et al., 2012). Ve studiich byla popsana vyznamné zvySena exprese miR-155 u Zen
s karcinomem prsu, kterd korelovala s pokrocilosti choroby a prognézou (Guo J. et al., 2016).
Prehled publikovanych studii u karcinomu prsu urdil pfiblizné 147 cilovych geni miR-155 ve
vztahu ke kancerogenezi, zahrnujicich geny pro apoptdzu, diferenciaci, angiogenezu,
proliferaci a EMT (Mattiske S. et al., 2012).

Role miR-24 v kancerogenezi je vlivem na kmenové bunky, diferenciaci, proliferaci,
apoptézu, adhezivitu a bunécnou migraci, podporuje rust, invazivitu a metastazovani
(Antonov AV. et al., 2013, Katoh M. et al., 2014).

MiR-19a predstavuje dalsi onkogenni miR zvySené exprimovanou u karcinomu prsu. Jeji cile
predstavuji nadorové kmenové burky, cesty signalni transdukce, EMT a dalsi (Cascione L. et
al., 2013, de Rinaldis E. et al., 2013).

MikroRNA miR-181b opét dokumentuje svij onkogenni vliv plsobenim na CSC, ovlivnénim
apoptozy, invazivity, migrace a metastazovani (Mansueto G. et al., 2010, Pallante P. et al.,
2008, Bisso A. et al., 2013, Wang L. et al., 2016).

MikroRNA let-7a byla vybrana jako kontrola, protoze vykazuje minimalni variabilitu v sérech
pacientl se zhoubnymi nadory, véetné karcinomu prsu (Cai WY. et al., 2013).



2. Hypotéza a cile dizertacni prace
2.1 Hypotéza

Onkogenni mikroRNA jsou zvysené exprimované v sérech pacientek s ¢asnym karcinomem
prsu. Po odstranéni nadoru a svodnych lymfatik by jejich exprese méla klesat pod
vyznamnou hodnotu. Pretrvavani zvySené exprese muize byt korelovano s dlouhodobymi
vysledky preziti a recidivami onemocnéni a predstavovat cirkulujici prognosticky biomarker.

2.2 Konkrétni cile navazujici na hypotézu

- Detekovat expresi miR-155, miR-24, miR-19a a miR-181b v séru pacientek s ¢asnym
karcinomem prsu

- Zjistit rozdily exprese pro skupinu nizkého a vysokého rizika podle klinicko-patologickych
marker(

- Zjistit zmény exprese mikroRNA v zavislosti na fazich |é¢by karcinomu prsu

- Zjistit zmény exprese mikroRNA pred a po lécbé v zavislosti na klinicko-patologickych
rizikovych markerech

- Zjistit prognosticky vyznam dlouhodobych zmén exprese pred a po lécbé casného
karcinomu prsu

- Porovnat vztah exprese mikroRNA a klinicko-patologickych markerd na uréeni progndzy
karcinomu prsu

3. Material a metody
3.1 Soubor pacientek a zdravych kontrol

Cilovou skupinou byly konsekutivni pacientky s ¢asnym karcinomem prsu indikované
primarné k operaénimu Fe$eni. Casny karcinom prsu je “karcinom in situ nebo invazivni
karcinom, lokalizovany v prsni Zlaze a/nebo svodnych lymfatickych uzlinach a zahrnuje
klinicka stadia I, A, 11B, IlIA”.

V projektu byly definované 4 odbéry krve na zpracovani séra. Prvni byl den pred operacnim
vykonem (bod I, time point |), druhy za 14-28 dn( po operaci pted zahdjenim protinadorové
|éCby (bod Il, time point Il) a tfeti za 14-28 dnl po prvni |é¢ebné modalité (bod Ill, time point
l1). Ctvrty bod odbéru (bod IV, time point IV) byl v dobé& zachytu recidivy onemocnéni.
Zdravé kontroly tvofilo 21 Zen s vékovym rozmezim 25-60 let, bez zjevnych znamek
onkologického onemocnéni a bez onkologického onemocnéni v osobni anamnéze.

Pacientky byly komplexné lé¢ené podle aktualnich standard( 1écby karcinomu prsu. Projekt
a jeho vysledky nezasahovaly do Ié¢ebného onkologického rozhodovani.

U pacientek jsme zaznamenali zakladni demografické uUdaje a rozdélili podle klinicko-
patologickych marker( do dvou rizikovych skupin. Do skupiny vysokého rizika patfily vsechny
Zeny s alespon jednim z nasledujicich marker( — trojité negativni karcinom (ER, PgR a HER2
negativita), pozitivita LU, Ki-67 >20%, HER2 pozitivita, grade lll. Do skupiny nizkého rizika
patfily vsechny Zeny bez jakéhokoliv z vyse uvedenych faktord.
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Prvni c¢ast projektu zahrnovala hodnoceni zakladnich charakteristik stanoveni mikroRNA v
sérech pacientek s ¢asnym karcinomem prsu — aplikovatelnost vybranych analytickych
metod, ziskani zakladnich Gdajd o expresi cilovych mikroRNA v sérech a tumorech, zmény
jejich koncentraci v zavislosti na l1é¢bé a rozdily mezi vysokym a nizkym rizikem dle klinicko-
patologickych faktord. Do této kohorty bylo zafazeno celkem 63 pacientek (median véku 58
let), které odevzdaly séra ve vSech definovanych bodech. Median sledovani této kohorty byl
v dobé statistického zpracovani 27 mésic(i (9,5-36,3 mésicl) (tab. 1).

Do hodnoceni prognostického vyznamu mikroRNA a korelace s klinicko-patologickymi
markery, jsme zaradili 133 pacientek, které odevzdaly alespon vzorek | a Il (tab. 2). Klinické
rozhodovani o adjuvantni Ié¢bé se kona zpravidla 2-3 tydny po operaci, prognosticky marker
by proto mél byt validovan po operaci po odstranéni tumoru a svodnych lymfatik, v nasem
projektu v dobé odbéru Il.

Zavérecné statistické zpracovani probéhlo v prosinci 2017, median sledovani souboru byl 73
mésicl (21,6-88 mésicll). V dobé zpracovani jsme zaznamenali 13 recidiv karcinomu prsu
(9,7%) (median PFS 71 mésicu, rozmezi 12-88 mésicu). Byly zastoupeny vsechny typy recidivy
— lokdlni, druhostranny karcinom, vzddlené metastdzy. V souboru ve sledovaném obdobi
zemrelo celkem 8 pacientek (6%), z toho 4 na progresi karcinomu prsu (3%) a 4 z
neonkologickych pficin.

Tab. 1: Kohorta 1

Pocet pacientek (pocet tumord) 63 (64)

Doba sledovani median 27 mésicl (9,5-36,3 mésicl)
Median véku (rozptyl) 58 let (37-82 let)
Premenopauzalni/postmenopauzalni 16 (25%) / 47 (75%)
pTla 1(2%)

pT1b 10 (15%)

pTic 32 (50%)

pT2 21 (33%)

Gl 11 (18%)

Gl 38 (62%)

Gl 12 (20%)

Duktalni / lobularni 50 (69%) / 11 (15%)
jiné 11 (15%)

Ki-67 0%-5% 21 (34%)

Ki-67 6%-19% 28 (45%)

Ki-67 20% a vice 13 (21%)

ER + 54 (84%)

ER - 10 (16%)

PgR + 54 (84%)

PgR - 10 (16%)

HER2 0-1+ 58 (90%)

HER2 2+ 3 (5%)

HER2 3+ 3 (5%)

N + 15 (23%)

N - 49 (77%)

Trojité negativni nadory 5 (8%)

Skupina nizkého rizika 29 (46%)

Skupina vysokého rizika 34 (54%)

11



Tab. 2: kohorta 2

Pocet pacientek (pocet tumort) 133 (134)

Vék median 61.5 (37-84) rok(
Doba sledovani median 73 (21.6-88) mésicl
Premenopauzalni/postmenopauzalni 23/110

Histologie duktalni /lobularni 97 (72%) / 10 (8%)
Histologie ostatni 27 (20%)

pTla 3 (2%)

pT1lb 21 (16%)

pTic 70 (52%)

pT2 40 (30%)

pT3 /pT4 0

N + 26 (19%)

N - 108 (81%)

Gl 27 (20%)

Gl 72 (54%)

Gl 27 (20%)

HR + 119 (89%)

HR - 15 (11%)

HER + 4 (3%)

HER - 125 (93%)

Ki-67 0-19% 100 (75%)

Ki-67 >20% 29 (21%)

Trojité negativni nadory 12 (9%)

Skupina nizkého rizika 65 (49%)

Skupina vysokého rizika 68 (51%)

3.2 Shér a zpracovani krve

Krev byla odebirdna do 10 ml zkumavky s polymerovym gelem a aktivatorem srazeni (BD
Vacutainer SST™ tubes). Zkumavky se ponechaly pfi pokojové teploté 30-60 minut, poté se
odstredily pfi rychlosti 3000 ot./min. po dobu 10 minut, sérum rozplnilo do 200 ul alikvotd a
okamZité zmrazilo na -80°C.

RNA byla izolovdna z 200 pl séra (lyzovano 1 ml QIAzol® Lysis reagent) za uziti kitu
miRNeasy® Mini Kit (Qiagen) s nékolika modifikacemi:

a) intenzivni promichdni na michacce vortex po pfidani predchlazeného CHCls; b)
centrifugace pfti 4°C, 15 minut na 10800 otacek za minutu; c) pfidani 1 ul glykogenu béhem
ethanolové precipitace; d) opakované (3x) promyti 500 ul RPE pufrem; e) eluce mRNA z
kolonky pomoci 40 pl ddH,0 bez nukleaz s RNA inhibitory.

K prepisu do cDNA bylo puZito 10 pyl mRNA pomoci High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kitu v celkovém reakénim objemu 50 ul. Reverzni transkripce s miR-
specifickymi primery (Life Technologies) probéhla na pfistroji Mastercycler Gradient.

Pro RT-qPCR reakci byly pfipraveny dvé oddélené smési: cDNA-smés pro kazdy jednotlivy
vzorek a primer-smés pro referencni let-7a a specifické mikroRNA (hsa-miR-155; hsa-miR-
19a; hsa-miR-24; hsa-miR-181b). Nasledné byly tyto reakéni smési postupné napipetovany
na desticku o 384 jamkach tak, aby do kazdé jamky byla napipetovana kombinace jedné
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cDNA smési (4 pl) a jedné primer smési (4 pl). Celkovy objem RT-qPCR reakce na jednu
jamku byl 8 ul. Kvantitativni polymerazova retézova reakce (RT-qPCR) probéhla na pfistroji
7900HT Fast Real-time PCR System. Kazda RT-qPCR reakce (unikatni kombinace cDNA smési
a primer smési) byla v daném experimentu napipetovana v dubletu.

SloZeni PCR reakce s barvivem TagMan (pro jednu jamku):

1) cDNA-smés: TagMan Universal master Mix Il 2 pl; voda 1,2 pl; cDNA 0,8 pul

2) primer smés (let-7a; hsa-miR-155; hsa-miR-19a; hsa-miR-24; hsa-miR-181b): TagMan
Universal master Mix Il 2 pl; voda 1,6 pl; primer 0,4 ul;

Amplifikace probihala inkubaci v cykléru za nasledujicich podminek: Pocatecni denaturace a
aktivace AmpliTaq polymerdzy (T = 95°C, 10 minut); 40 cyklG (Denaturace pfi 95°C po dobu
15 sekund; anelace primedr( a polymerace T = 60°C po dobu 1 minuta).

Cr hodnoty pro specificky onkomiR (miR-155, miR-19a, miR-181b, miR-24) (Crspec) byly
odecteny od Cr hodnot pro referenéni mikroRNA let-7a (Crnorm). Relativni hodnota exprese
mRNA u pacientek s EBC je vypottena jako primér hodnot 27(CTnerm-CTseec) y duplikatu pro
kazdy vzorek s ur¢enim standardni chyby méreni. Stfedni hodnoty a standardni odchylky dCT
hodnot (kazdého vzorku a primérného vzorku kontrol) referenéni mikroRNA let-7a v
pacientskych vzorcich v kazdém odbérovém bodé (I-11l) a ve vzorcich kontrol dokumentovaly,
Ze let-7a je stabilné exprimovdana ve vzorcich sér.

3.3 Statistické metody

Mnohorozmérna longitudindlni analyza dat byla aplikovdna, aby stochasticky modelovala
sérové hladiny kazdé mikroRNA. Pro nas projekt byla pouzita modifikace zobecnéného
linedrniho modelu (generalized linear model, GLM) nazvana zobecnéné odhadovaci rovnice
(generalized estimating equations, GEE). Divodem je to, Ze vsechny klasické regresni
pfistupy vychazeji z predpokladu, Ze sérové hodnoty jednoho pacienta v odliSnych c¢asech
jsou nezdvislé. Nicméné tento predpoklad nemusi byt v biostatistice pravdivy, resp. je
minimalné otazny. Nasledujici zobecnéné odhadovaci rovnice (generalized estimating
equations, GEE) byly pouzity jako model:

E[miRi,t] = exp{Br(Patient; relapsed) + By (Patient; not relapsed) + B,(Patient; inI)
+ B (Patient; in II) + B,;;(Patient; in III) + B,,(Patient; in IV)}.

V tomto vzorci je E[miR; ;] o€ekdvana sérova hodnota miR; . pro kazdou pacientku s EBC
identifikovanou i v ¢asovém bodé t = 1,1I,111,1V. Distribuce sérovych hodnot miR ma
Gamma rozdéleni a autoregresni korelani struktura fadu jedna je zvolene pro modelovani
zavislosti v ramci kazdého méreni miR hodnoty v jednotlivych ¢asovych bodech. Interpretace
matematickych zapisd, napf. (Patient; in Il), je takova, Ze zavorka je rovna jedné pravé tehdy
a jen tehdy, kdyZ i-td pacientka je v ¢asovém bodé IlI; jinak nula. Regresni koeficienty B
predstavuji kvantitativni vliv nasledného pravdivého/nepravdivého indikatoru v zavorce.
Napriklad B kvantifikuje vliv relabované pacientky na odpovidajici sérovou hodnotu miR.
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Vlastni statistické zpracovani bylo provadéno pomoci statistického softwaru R
(http://www.r-project.org).

4. Vysledky
4.1 Exprese onkogennich mikroRNA v séru v jednotlivych fazich lécby

V prvni fazi jsme stanovili profily exprese miR-155, miR-24, miR-19a a miR-181b v séru 63
pacientek (tab. 1) v definovanych bodech a porovnali je s expresi miR v séru zdravych
kontrol. Predoperacné (bod 1) prekracovaly hranici vyznamnosti jednotlivé onkomiR
nasledovné — miR-155 byla 1,8-4,2x vice exprimovana ve 43% (27 pac.), miR-19a byla 1,8-
25,1x vice exprimovana ve 38% (24 pac.), miR-181b byla 1,8-14,7x vice exprimovana ve 33%
(21 pac.) a miR-24 byla 1,8-3,7x vice exprimovand ve 32% (20 pac.) (obr. 1A-D).

Tato data dokumentuji to, Ze onkomiR jsou zvySené exprimované v sérech pacientek v dobé
diagnézy EBC, toto zvySeni neni patrné u vSech nemocnych a potvrzuje tak heterogenitu
karcinomu prsu.

Obr. 1: Hodnoty sérové exprese onkomiR v jednotlivych ¢asovych bodech

miR-155 miR-19a
61 . *k%k ” . * ) 254 °
N=27 N=15 ® ' %g: N=24 N=20 N=23
N=7 i i i
o [ )
44 o8 °
2 Sg 4 . 7
5 24 m .“. ° 5
(9] ()
2 1.87 ga: =
© ©
o ) e
[} H [}
"4 1 h ﬁ' o
o0 ~ ..
o®
0 T T T T T
| 1l 1l 1\ CTRL
D miR-24
* *
*
*
e 10 o
i PoN=12 8- N=20 N=14 1 ¢ N=11
81 o | ° . 67
% 4{1%0® i i apy i ’g 471 g L]
S J1aRS W vene S ol A N
9 : : d o d
=187 ege © ° = 1.87 (Y °
= oh® [ ] = [ ¥ \J < ——
5 £ 5 s "o 88
b ] & i e
D) A ° O O
[ X ]
(] T T T T T 0 T T T T T
| Il 1] \% CTRL I I \% CTRL

Vysvétlivky obr. 1: sérové hodnoty onkomiR u pacientek s EBC (N=63) a zdravych kontrol (N=21). 200 ul séra bylo
uzito k extrakci celkové RNA, kterd slouzila ke specifické reverzni transkripci a TagMan PCR amplifikaci miR-155
(A), miR-19a (B), miR-181b (C) a miR-24 (D) a let-7a, ktera slouZila jako normalizacni kontrola. Pacientky s EBC
byly analyzovany v dobé diagndzy (l), po operaci (Il) a po adjuvantni |é¢bé (l11). 3 pacientky byly analyzovany také
v dobé relapsu (V). Osa Y predstavuje sérové hodnoty onkomiR vztazené k let-7a. Primérné hodnoty zdravych
kontrol byly vztazené k 1. ANOVA test, * p<0.05, ** p<0.001, ***p<0.0001, priméry jsou oznaceny vodorovnou
¢arou. Pocty pacientek s hodnotami miR > 1,8 jsou zvyraznény v okénku.
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Pro statistické zhodnoceni vyvoje exprese mikroRNA v jednotlivych fazich IéCby jsme
aplikovali model longitudindlni mnohorozmérné analyzy dat (viz Statistické metody). Tento
model umoznil analyzovat kazdou hodnotu exprese onkomiR v séru s ohledem na dobu
odbéru a rizikovou skupinu a definovat oéekdvanou hodnotu kazdé mikroRNA v kazdém
bodé odbéru. Parametry longitudinalniho modelu jsou uvedené v tabulce 3A-D.

Jako prvni jsme hodnotili zmény exprese onkomiR po operacnim odstranéni primarniho
nadoru a svodnych lymfatik. Mezi bodem | a Il hladiny miR-155, miR-181b a miR-24
signifikantné poklesly (p-hodnoty < 0,05, miR-155: 1,89e-05, miR-181b: 5,41e-06, miR-24:
0,00638) u vsech pacientek nezdvisle na rozdéleni podle rizika (tab. 3). Naproti tomu jsme
nezaznamenali po operaci (bod Il) vyznamny pokles miR-19a, tento fakt mlze svédcit pro jeji
vétsi stabilitu. V dal$im kroku jsme zjistovali rozdil exprese viech onkomiR pied operaci (bod
I) a po prvni [écebné modalité (bod IIl). Zde jiz doslo k signifikantné vyznamnému poklesu
vsech 4 mikroRNA (p-hodnoty < 0,05, miR-155: 1.32e-09, miR-19a: 0.00869, miR181b: 8.80e-
06, miR-24: 0.02343). Tento fakt nas ved| k zavéru, Ze nesignifikantni pokles miR-19a po
operaci reflektuje spise jeji vyssi stabilitu, pfipadné se muiZe jednat o formu molekularni
rezidudlni choroby, nez produkci nezdvislou na nddorové tkani. Data jsou prehledné
zndzornéna na obrazku 1 a v tabulce 3.

Tab. 3: Souhrn dat longitudinalni multivariantni analyzy

A) miR-155

Parametr Odhad Standardni odchylka p-hodnota
8, 0.61774 0.06440 <2e-16

B -0.24024 0.05617 1.89e-05
B -0.34474 0.05684 1.32e-09
B¢ -0.51148 0.11103 4.10e-06
6. -0.18353 0.08245 0.026

B) miR-19a

Parametr Odhad Standardni odchylka p-hodnota
6, 0.60941 0.04843 <2e-16

B 0.03224 0.03187 0.31183
B 0.09981 0.03804 0.00869
B¢ 0.34506 0.11439 0.00256
8. 0.15711 0.07041 0.02567
C) miR-181b

Parametr Odhad Standardni odchylka p-hodnota
8, 0.70370 0.05176 <2e-16

By 0.17814 0.03917 5.41e-06
B 0.17263 0.03884 8.80e-06
B¢ 0.27792 0.10095 0.0059

6. 0.16588 0.07403 0.0250

D) miR-24

Parametr Odhad Standardni odchylka p-hodnota
6, 0.50276 0.06718 7.19e-14
B -0.14807 0.05429 0.00638
B -0.12527 0.05527 0.02343
B¢ -0.34034 0.11512 0.00311
6. -0.22631 0.08774 0.00990
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Vysvétlivky tab. 3: Zobrazené jsou parametry k vypoctu podminéné ocekavané sérové hodnoty pro kazdou
pacientku/kontrolu v urcitém ¢asovém bodé a jejich odhadované sérové hodnoty, standardni odchylky a p-
hodnoty pro miR-155 (A), miR-19a (B), miR-181b (C), a miR-24 (D), vSechny vztaZzené k let-7a. Parametry hodnot
onkomiR: 8;: bod I, 8): rozdil mezi body | a ll, 8: rozdil mezi body | a lll, 8¢: rozdil mezi bodem | a zdravymi
kontrolami, a 8;: rozdil mezi pacientkami vysokého a nizkého rizika. Odhadované hodnoty parametr( jsou uzity k
vypoctu podminéného ocekavani sérovych hodnot jednotlivych mikroRNA pro kazdou pacientku v kazdém
Casovém bodé (viz Statistické metody). Pro vysvétleni modelu, predikce hodnoty miR-19a po Iécbé vysoce
rizikové pacientky, predikovana hodnota je 1/{0.60941 + 0.09981} = 1.410 (viz odhad z tabulky 6B). Pro nizké
riziko je odhad sérové hodnoty miR-24 po operaci exp{0.50276 + (-0.14807) + (-0.22631)} = 1.137 (tab. 3D).

Z uvedenych vysledkid tedy vyplyva, Ze hodnoty onkomiR jsou signifikantné odliSné v dobé
diagndzy a po operaci (bod | a II), mimo miR-19a, ktera se jevi stabilnéjsi v bodé Il a klesa po
adjuvantni [écbé (bod Ill). Dale jsou hodnoty onkomiR zdravych Zen signifikantné nizsi nez
hodnoty onkomiR pacientek s karcinomem prsu v bodé Il

Dle dostupnych dat exprese onkogennich miR je patrné, ze ¢ast pacientek vykazovala v bodé
Il (po prvni protinddorové lécebné modalité) zvySené hladiny v porovnani se zdravymi
kontrolami. Jednalo se o pacientky bez detekovatelné choroby, mély odstranény primarni
nador a svodna lymfatika a byly po adjuvantni onkologické lé¢bé (chemoterapie nebo
radioterapie). Zjevny zdroj produkce onkogennich miR by nemél byt v této fazi v organismu
pritomen. Vysvétleni mizZe byt dvoji, prvni se tyka vétsi stability konkrétnich miR v cirkulaci.
Vzhledem k tomu, Ze od operace vétSinou ubéhla doba delsi neZ 3 mésice, se nezda toto
vysvétleni jako pravdépodobné. Mnohem pravdépodobnéjsi se jevi davod ten, Ze v
organismu perzistovala rezidudlni nemoc ve formé jednotlivych cirkulujicich nadorovych
bunék secernujicich miR. Tyto cirkulujici nadorové buriky mohou byt dale eliminovany
imunitnim systémem a hormonalni terapii, ale ¢ast mUze byt zakladem pro budouci relaps.
Jevi se tak mozny predpoklad uzite¢nosti monitorovani cikulujicich mikroRNA na sledovani
aktivity nemoci a rizika relapsu (liquid biopsy).

V dobé vyhodnocovani kohorty 1 byl relaps karcinomu prsu zaznamenan u 3 pacientek. Tyto
3 pacientky darovaly sérum v dobé relapsu pred zahdjenim jakékoliv protinddorové lécby
(bod IV). Stanovili jsme expresi vSech 4 onkomiR podle predchozi metodiky a zjistili, Ze
vSechny mikroRNA vykazovaly zvySenou expresi, ktera korelovala s navratem nemoci (obr.
1A-D).

4.2 Exprese onkogennich mikroRNA podle rizikové skupiny a vyvoj v zavislosti na lécbé

Dalsi otdzkou naseho projektu bylo, zda pacientky vysokého rizika exprimuji jednotlivé
onkomiR odlisné v porovnani s pacientkami nizkého rizika a jak se tyto hodnoty méni v
zavislosti na lécbé. Pacientky s ¢asnym karcinomem prsu jsme si pro analyzu rozdélili podle
klinicko-patologickych marker( na dvé skupiny — nizkého a vysokého rizika.

Pacientky vysokého rizika vykazovaly signifikantné zvysené hodnoty exprese jednotlivych
onkomiR (miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24) oproti zdravym kontrolam (p-hodnota miR-
155: 4.10e-06, miR-19a: 0.00256, miR-181b: 0.0059, miR-24: 0.00311).

Pacientky nizkého rizika vykazovaly signifikantné nizsi hodnoty exprese oproti vysoce
rizikovym pacientkam (p-hodnota miR-155: 0.026, miR-19a: 0.02567, miR-181b: 0.0250, miR-
24: 0.00990).
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Z udaju vyplyva, Ze existuje definovatelna hodnota exprese jednotlivych onkomiR, kterd ma
diagnosticky potencidl a ddle rozliSuje pacientky vysokého a nizkého rizika. Klinicko-
patologické charakteristiky rozdélujici pacientky do rizikovych skupin koreluji signifikantné s
hodnotami exprese viech miR (parametr 6, v tabulce 3A-D). Hodnoty vyznamnosti byly pro
vSechny c¢tyfi onkogenni mikroRNA méné nez 0,05, tento fakt svédci pro to, Ze na zakladé
odlisné exprese jednotlivych onkomiR Ize rozdélit pacientky s ¢asnym karcinomem prsu do
nizkého a vysokého rizika.

Dalsi analyza byla zamérena na zmény exprese jednotlivych onkomiR v rGznych fazich 1é¢by v
zavislosti na rizikové skupiné. Sérova exprese miR-155 a miR-19a u pacientek vysokého rizika
klesaji v pribéhu celé lécby a zlstavaji zvysené oproti zdravym kontrolam (obr. 2, horni
panel A). Naproti tomu miR-181b a miR-24 poklesnou po opera¢nim odstranéni nadoru a
poté z(stavaji stabilni a zvySené oproti zdravym kontrolam.

Pacientky nizkého rizika vykazuji nevyznamny pokles exprese onkomiR po chirurgickém
odstranéni nadoru a nasledné z(stavaji prakticky konstatni v prabéhu lécby s pfiblizné
stejnymi hodnotami jako kontroly (obr. 2, dolni panel B).

Shrnuto, hodnoty exprese onkogennich miR u pacientek vysokého rizika klesaji rychleji a
vyznamnéji nez u pacientek nizkého rizika (tabulka 3A-D). Pacientky vysokého rizika
nedosahnou po onkologické lé¢bé normalnich hodnot exprese onkomiR na rozdil od
pacientek nizkého rizika.

Obr. 2: Vyvoj exprese onkogennich miR pro jednotlivé faze 1écby v zavislosti na rizikové

skupiné
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Vysvétlivky obr. 2: A — pacientky vysokého rizika, B — pacientky nizkého rizika, I-lll — body odbéru krve, Ctrl —
kontroly



4.3 Exprese onkogennich mikroRNA a jejich vyznam ve stanoveni prognézy karcinomu prsu

Pro hodnoceni prognostického vyznamu exprese mikroRNA jsme kohortu rozsifili na 133
pacientek (tab. 2), které darovaly séra alespon pred a po operaci (bod | a Il). Stanovili jsme
hladiny miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24 vztazené k let-7a v sérech 133 pacientek v
definovanych bodech a ziskali skupiny hodnot z kazdého bodu, pro kazdou miR a pacientku.
Tyto hodnoty ukazuji, Ze relabujici pacientky zfetelné zvySené exprimuji v bodech II-IV miR-
155 a miR-24 (obr. 3).

Obr. 3: Exprese onkomiR v jednotlivych bodech podle pfitomnosti relapsu
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Vysvétlivky obr. 3: hodnoty exprese miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24 v bodech odbéru I-IV, zobrazeno
oddélené pro pacientky s relapsem a bez relapsu.

Ke statistickému zhodnoceni jsme pouzZili longitudindlni multivariantni analyzu dat,
konkrétné zobecnéné odhadovaci rovnice (GEE) (viz Statistické metody). Tento model
umoznil analyzovat hodnotu konkrétni onkomiR v sérech pacientek s ohledem na bod
odbéru a pritomnost relapsu choroby. Ddle jsme méli za cil definovat ocekdvanou hodnotu
kazdé jednotlivé onkomiR v kazdém bodé odbéru podle pravdépodobnosti rizika relapsu.

Multivariantni GEE model prokazal, Ze miR-155 a miR-24 byly prognostické z hlediska relapsu
ve vSech bodech odbéru (p= 0,025 a 0,041). Hodnoty miR-155 a miR-24 jsou prehledné
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znazornény oddélené pro pacientky s relapsem a bez relapsu na obr. 4A,B.

Mérenim hodnot miR-155 a miR-24 po operaci (bod Il) ziskdme signifikantni Udaje pro
stanoveni pravdépodobnosti rizika relapsu (p=0,028 a 0,020). Pravdépodobnost pfedpovédi
rizika relapsu mérenim hodnot miR-155 a miR-24 v bodé Il mizZe byt ziskdna pomoci
zobecnéného linedrniho modelu (GLM, generalized linear model) s Bernoulliho distribuci a je

znazornéna graficky na obrazku 4C.

Sérové hodnoty exprese miR-19a a miR-181b mérené ve vSech bodech nejsou z hlediska
odhadu rizika relapsu signifikantni (p=0,250 a 0,240) (obr. 6). Nesignifikantni z hlediska
predpovédi pravdépodobnosti relapsu zlstavaji i hodnoty miR-19a a miR-181b mérené
specificky v bodé Il (p= 0,054 a 0,062).

Obr. 4: Zmény exprese miR-155 a miR-24 v jednotlivych bodech dle relapsu
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Vysvétlivky obr. 4: miR-155 a miR-24 jsou prediktivni z hlediska relapsu (p=0,025, resp. 0,041). Predikované
hodnoty miR-155 (A) a miR-24 (B) v bodech I-IV s 95% intervalem spolehlivosti pro relabované (Cerveny interval,
1) a nerelabované pacientky (modry interval, 0) zaloZzené na GEE modelu. (C) hodnoty miR-155 a miR-24 zvy3uji
pravdépodobnost urceni rizika relapsu (p=0,028 resp. 0,020).
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4.4 Multivariantni analyza exprese onkogennich mikroRNA a klinicko-patologickych
markert

Po zjisténi statisticky vyznamného vlivu hodnoceni exprese miR-155 a miR-24 na predikci
pravdépodobnosti relapsu onemocnéni jsme nasledné provedli multivariantni analyzu
exprese onkomiR s klinicko-patologickymi markery zvySeného rizika (TNBC, HER+, grade lll,
LN+, Ki-67>20%) a |écbou (chemoterapie, radioterapie a hormonoterapie). Statistickym
zpracovanim nevykazovaly TNBC, HER2 pozitivita, grade Ill a pozitivni lymfatické uzliny
statisticky vyznamny dopad na predpovéd pravdépodobnosti relapsu (vSechny p-hodnoty
nad 0,05 pokud byly simultdanné hodnoceny s hodnotami exprese miR-155 a miR-24). Lze tak
dokumenovat nezdvislost samostatného hodnoceni miR-155 a miR-24 na predikci
pravdépodobnosti relapsu, miR-155 a miR-24 tak mohou predstavovat nezavislé
prognostické markery. Jediny rizikovy faktor, ktery statisticky signifikantné predikoval
pravdépodobnost relapsu (spolu s hodnotami miR-155 a miR-24) byl proliferacni index Ki-
67>20% (p-hodnota miR-155: 0,013 a miR-24: 0,023). Spolecné hodnoceni miR-155, miR-24 a
Ki-67 tak zpresnuje predpovéd rizika relapsu onemocnéni (obr. 5). Na obr. 6 je uvedeno
grafické zndzornéni pro onkomiR bez statistické signifikance — miR-181b a miR-19a.

Abychom vyloudilli vliv absolvované |écby na hodnoty exprese miR, provedli jsme
multivariantni analyzu také s chemoterapii, hormonoterapii a ozafovanim a Zadny z
parametrd nevykazoval signifikantni vliv. Hodnoty p jsou nasledujici — chemoterapie a miR-
24: 0,55, chemoterapie a miR-155: 0,35, radioterapie a miR-24: 0,63, radioterapie a miR-155:
0,17, hormonoterapie a miR-24: 0,60, hormonoterapie a miR-155: 0,18.

Obr. 5: Multivariantni analyza vlivu hodnot Ki-67, miR-24 a miR-155 na riziko relapsu
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Vysvétlivky obr. 5: Predikovand pravdépodobnost relapsu s ohledem na hodnoty exprese miR-155 a miR-24 v
bodé Il se zapoétenim Ki-67 (>20% = 1, <20% = 0), znazornéné 95% intervaly spolehlivosti, p=0,013 v pfipadé miR-
155/Ki-67, p=0,023 v pfipadé miR-24/Ki-67.
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Obr. 6: Multivariantni analyza vlivu hodnot Ki-67, miR-19a a miR-181b na riziko relapsu
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Vysvétlivky obr. 6: Predikovana pravdépodobnost relapsu s ohledem na hodnoty exprese miR-181b a miR-19a v
bodé Il se zapoctenim Ki-67 (>20% = 1, <20% = 0), znazornéné 95% intervaly spolehlivosti, p=0,240 v pfipadé miR-
181b/Ki-67, p=0,249 v pfipadé miR-19a/Ki-67

4.5 Vyuziti generalizovaného linearniho modelu k uréeni pravdépodobnosti relapsu EBC

Vedle uvedenych analyz byl dalsi zdmér projektu smérovan k vypoctu rizika relapsu mérenim
hodnot miR-155 a miR-24. Tyto vypocty slouZi k urceni rizika relapsu onemocnéni od 0 do
100% z hodnot exprese miR-155, miR-24 a naopak lze definovat jakd hodnota exprese
onkomiR je nutnd pro urcité riziko relapsu (0-100%). Ke konstrukci rovnic byl vyuZit
zobecnény linearni model (GLM), ktery lze rozdélit do tfech moznosti:

a. Je k dispozici pouze hodnota miR-155
Probability[Relapse;] = 1/[1 + exp{4.019 — 0.428(miR155II;) — 1.788(Ki67; = 20% )}].
b. Je k dispozici pouze hodnota miR-24
Probability[Relapse;] = 1/[1 + exp{5.023 — 1.311(miR24II;) — 1.633(Ki67; = 20% )}].
c. Jsou k dispozici hodnoty miR-155 a miR-24 soucasné

Probability[Relapse;]

1
[1 + exp{5.687 — 0.396(miR15511;) — 1.206(miR15511,) — 1.605(Ki67; > 20% )}]

Napfiklad, miR155/1) znamena méfeni v bodé Il pro i-tého pacienta.

Jako ndvod ufZiti vzorce si stanovime pacientku s Ki-67<20% a hodnotou miR-24 v bodé Il
2.00, v tom ptipadé je riziko relapsu 8,31% (podle b). Pokud chceme znat hodnotu exprese
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miR-155 v bodé Il u pacientky s Ki-67>20% a rizikem relapsu 90%, vyjde ndm podle a
hodnota 10.3.

Shrnutim Ize konstatovat, Ze standardné stanovenda hodnota Ki-67 spolu s expresi miR-155 a
miR-24 nam muzZe pomoci definovat pravdépodobnost rizika relapsu (0-100%) a zaroven
urcit konkrétni hodnotu miR podle rizika relapsu (5%, 10%, ..., 90%). Kompletni kvantifikace
odhadovaného efektu rizikovych charakteristik spolu s odpovidajicimi hodnotami
standardnich odchylek a p hodnot je uvedena v tabulce 4.

Tab. 4: Predikce pravdépodobnosti relapsu

A. je dostupna hodnota miR-155

Rizikové charakteristiky Odhad Stand. odchylka P-hodnota
Intercept 4.019 0.715 <0.001
miR-155 -0.428 0.194 0.028
Ki67>=20% -1.788 0.717 0.013
TNBC -0.093 1.937 0.961
HER2 pozitivni -0.536 1.865 0.774
Grade Il -0.960 0.897 0.284
Pozitivni LN -0.113 1.035 0.913
Chemoterapie (ano) -1.738 1.163 0.135
Radioterapie (ano) 1.600 1.188 0.178
Hormonalni terapie (ano) 0.936 1.674 0.576
B. je dostupna hodnota miR-24

Rizikové charakteristiky Odhad Stand. odchylka P-hodnota
Intercept 5.023 1.038 <0.001
miR-24 -1.311 0.565 0.020
Ki67>=20% -1.633 0.719 0.023
TNBC 1.444 2.287 0.528
HER2 pozitivni -0.030 2.047 0.988
Grade Il -0.991 0.875 0.258
Pozitivni LN -0.593 1.007 0.556
Chemoterapie (ano) -2.364 1.239 0.056
Radioterapie (ano) 1.526 1.174 0.194
Hormonalni terapie (ano) 1.682 1.968 0.393
C. Jsou dostupné hodnoty miR-155 a miR-24 soucasné

Rizikové charakteristiky Odhad Stand. odchylka P-hodnota
Intercept 5.687 1.179 <0.001
miR-155 -0.396 0.190 0.038
miR-24 -1.206 0.591 0.041
Ki67>=20% -1.605 0.743 0.031
TNBC 0.681 2.331 0.770
HER2 pozitivni -0.282 2.028 0.889
Grade Il -1.197 0.949 0.207
Pozitivni LN -0.369 1.117 0.741
Chemoterapie (ano) -3.005 1.549 0.052
Radioterapie (ano) 1.709 1.337 0.201
Hormonalni terapie (ano) 1.298 1.939 0.503
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Vysvétlivky tab. 4: Odhadovany efekt rizikovych faktor( se standardnimi odchylkami a hodnotami p (A)
zahrnujeme hodnoty exprese miR-155; (B) zahrnujeme hodnoty exprese miR-24; nebo (C) zahrnujeme hodnoty
exprese miR-155 a miR-24 soucasné.

5. Diskuze

Casny karcinom prsu je nejéastéj$i zhoubné nadorové onemocnéni u Zen a nejéast&jsi pricina
umrti Zen. Pacientky s ¢asnym karcinomem prsu maji obecné prognézu dobrou, ale Ize nalézt
podskupiny s vyrazné nepfiznivym vyvojem nemoci a vysokym rizikem budouciho relapsu.
Tento fakt je dan vyznamnou heterogenitou karcinomu prsu z hlediska patologického,
molekuldrniho a lIé¢ebného. Hlavnim cilem, ktery stoji na zac¢atku lé¢ebného rozhodovani, je
definovat co nejindividualnéji rizikovou skupinu a odliSit ty pacientky, které maji zvysené
riziko recidivy onemocnéni.

V soucasnosti mame pro rozhodovani o komplexni onkologické |écbé k dispozici markery
klinické, patologické a molekularni. Jak bylo uvedeno v Uvodu, neni jejich pfesnost a citlivost
dostatecné individudlni a rozdéleni pacientek do rizikové skupiny skutecné personalizované.
Jednim z hlavnich smérd vyzkumu v oblasti karcinomu prsu predstavuje hledani dostatecné
senzitivnich a specifickych markerd uréeni rizika budouciho relapsu. Vedle markert
prognostickych je zdroven dalsi smér vyzkumu cilen na dostate¢né presné markery uréené k
monitoraci odlécenych pacientek. Zde hleddme markery rezidudlni choroby s potencidlem
znovupropuknuti nemoci a rizika metastazovani.

V soucasnosti jsou nejddle molekularni metody zamérené na genomické a transkriptomické
monitorovani. Jednd se o genomické eseje, jejich limitace je v pouZiti pouze na tumorové
tkané, neni to tedy skutecny marker pouZitelny opakované v pribéhu lécby. Nadéjnéjsi jsou
metody analyzy cirkulujici nddorové DNA (ctDNA), které umoznuji opakované hodnoceni na
zacCatku i v prlibéhu lécby. Opakovana analyza ctDNA zaroven umozZiuje detekovat rozvoj
rezistentnich mutaci a cilenou Ié¢bu dale personalizovat.

V téchto mezich se ubirala rozvaha o naSem projektu, ktery zde predkldaddme. Hlavnim cilem
bylo hledani pouZitelného a dostatecné citlivého cirkulujiciho biomarkeru, ktery bude
schopen definovat, spolu s ostatnimi rizikovymi markery, s dostateénym predstihem
rizikovost jednotlivych pacientek z hlediska budouciho rizika recidivy karcinomu prsu. Zvolili
jsme konkrétni onkogenni mikroRNA (miR-155, miR-24, miR-19a, miR-181b), které plsobi na
zakladni déje kancerogeneze vlivem na bunéény cyklus, apoptdzu, epitelidlné-
mezenchymalni tranzici a nadorové kmenové buriky.

V prvni fazi projektu se potvrdila zvysena hodnota exprese onkogennich miR v dobé
diagndzy karcinomu prsu pro celou populaci pacientek v porovndni se zdravymi kontrolami.
Zvysend exprese nebyla pfitomna u vSech miR a u vSech pacientek, to dokumentuje
vyznamnou heterogenitu karcinomu prsu. Podobné Udaje Ize nalézt v dalSich projektech,
které studovaly diagnosticky potencidl mikroRNA. Po operaci a v dalSich fazich [écby
karcinou prsu dochdzi k poklesu miR s jednotlivymi odliSnostmi podle druhu miR. | pres
tendenci k poklesu exprese zlistava u Casti pacientek hodnota exprese zvysena v porovnani
se zdravymi kontrolami. Vzhledem k tomu, Ze u pacientek v té dobé nebyl pfitomen zjevny
zdroj produkce (nadorova tkan), Ize odvozovat, ze se jedna o formu molekularni reziduaini
choroby. Jejim zdrojem mohou byt jednotlivé cirkulujici (CTC) nebo diseminované (DTC)
nadorové bunky. Tyto nadorové burnky predstavuji potencidlni zdroj budouciho relapsu
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onemocnéni a na jejich eradikaci je zamérena spravné napldanovana pooperacni
protinddorova lécba (chemo-, bio-, hormonoterapie). Citlivé metody detekce molekularni
rezidualni choroby tak predstavuji prognosticky marker v urceni zvySeného rizika relapsu a
zaroven marker definujici potfebu vyssi intenzity protinddorové [écby.

V dalsi fazi jsme rozdélili pacientky na skupinu nizkého a vysokého rizika (viz Metody) a
hodnotili rozdily v expresi miR a vyvoj v jednotlivych fazich Iécby. Pacientky vysokého rizika
zvySené exprimovaly onkogenni miR v porovnani s pacientkami nizkého rizika a zdravymi
kontrolami. Po operaci a v dalSich fazich |écby byla dynamika vyvoje hodnot exprese pro obé
skupiny zcela odli$na. Pacientky nizkého rizika vykazovaly zcela minimalni pokles exprese a
hodnota se dale pfiliS neménila a byla srovnatelnd se zdravymi kontrolami. Pacientky
vysokého rizika sniZovaly progresivné hodnoty exprese v kazdém bodé odbéru (po operaci a
po prvni protinddorové 1écbé), ale Castéji zUstavaly hodnoty exprese zvysené v porovnani se
zdravymi kontrolami a pacientkami nizkého rizika. Tento ndlez dokumentuje moZnost
definovat urcitou hodnotu exprese miR, ktera odlisSuje zdravé a nemocné a dale rozdéluje
pacientky podle rizikové skupiny. Pfi analyze jednotlivych pacientek bylo zjevné, Ze jejich
urceni do rizikové skupiny podle klinicko-patologickych marker( neodpovidalo rizikové
skupiné podle molekuldrnich charakteristik. To je pozitivni ndlez, protoZze molekularni
metody maji upfesnovat a individualizovat rozdéleni do rizikovych skupin podle soucasnych
klinicko-patologickych marker(. Pokud by molekularni metody pouze potvrzovaly rozdéleni
podle soucasnych kritérii byl by jejich vyzkum zbytecny a jejich pouZiti, i s ohledem na cenu,
velice sporné.

Posledni fdze projektu byla zamérena na zjiSténi prognostického vyznamu hodnoceni
exprese onkogennich miR. Tato faze projektu byla casové ndrocna, protoZe pacientky
recidivuji nejcastéji mezi 2.-5. rokem od primarni diagndzy a Ié¢by. Medidn sledovani naseho
souboru byl 73 mésicl coZ predstavuje dostatecnou dobu. V tomto obdobi jsme zachytili
celkem 13 recidiv, mohli jsme tak vysledky exprese porovnat v ramci multivariantni
longitudinalni analyzy s vyvojem nemaoci. Prognosticky vyznamné v uréeni rizika budouciho
relapsu byly miR-155 a miR-24, miR-181b a miR-19a svij prognosticky vyznam neprokazaly.
Onkogenni miR-155 a miR-24 vykazovaly sv{j prognosticky potencidl ve vsech bodech
odbéru a specificky i v bodé Il (po operaci), ve kterém nastava urceni rizikové skupiny a
stanoveni intenzity protinddorové Ié¢by. Pro obé onkogenni miR s prognostickym vyznamem
jsme nepotvrdili vliv chemoterapie, radioterapie nebo hormonoterapie na hodnoty exprese,
jedna se tak o nezavislé biomarkery. Zaroven jsme v rdmci multivariantni analyzy porovnali
vliv klinicko-patologickych markert (TNBC, HER2, grade Ill, Ki-67>20%, pozitivni LU) na
prognosticky potencidl miR. Pouze Ki-67>20% zpresiovalo predikci rizika relapsu uréeného
pomoci miR-155 a miR-24. To potvrzuje vyznam sledovani proliferaéniho indexu Ki-67
zminéné v obecném Uvodu. Nepfitomnost prognostického vyznamu miR-181b a miR-19a
byla prekvapenim, protoZze obé plsobi na dlleZité déje kancerogeneze u karcinomu prsu.
Porovnani naseho projektu s literaturou je komplikované, protoZe diagnostickému,
prognostickému a prediktivnimu potencidlu miR se vénuje celd rfada publikaci. Problémem je
to, Ze jednotlivé projekty se lisSi podle zaméreni a cild, sledovanych kohort, vychoziho
materidlu (tkan, krev), analytickych a statistickych metod a hlavné poctem a spektrem
hodnocenych miR. V projektech byly hodnoceny samostatné miR, nebo jejich klastry se zcela
minimalnim prekryvem studovanych miR. Cast&ji byla hodnocena exprese v tumorech, coz
nespliiuje dostatecné podminku pouZzitelného cirkulujiciho biomarkeru, ktery byl zamérem
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naseho projektu. Velka ¢ast projektd hodnotila miR jednorazové, bez dynamiky vyvoje po
|éCbé, pripadné nebyla provedena korelace s I1é¢bou a dalSimi rizikovymi faktory. Zjisténé
literarni Udaje, jejich systematické prehledy a metaanalyzy potvrzuji diagnosticky potencial
miR v odliSeni zdravych a nemocnych. Dale projekty zamérené na prognosticky vyznam
potvrzuji jejich uZiteCnost ve stanoveni rizika relapsu. A v neposledni fadé muze sledovani
hodnot exprese miR po onkologické |é¢bé s predstihem upozornit na hrozici recidivu
onemocnéni (Huo D. et al., 2016, Madhavan D. et al., 2016, Bertoli G. et al., 2015, Guo J. et
al., 2016)

Je nutné zminit nékteré limitace naseho projektu. Prvni spociva ve velikosti souboru, nas
soubor cinil 133 pacientek a 13 recidiv. | pres statisticky mozné zhodnoceni je velikost
nedostatec¢na pro redlnou klinickou aplikaci. Pokud by mély nase vysledky slouZit pro
kazdodenni klinickou praxi, musi byt validovany na souborech s pocty v jednotkach tisica.
Nasim zdmérem a aktualni snahou je provést validaci na archivnich materidlech ze sérovych
bank nékterych onkologickych center v CR. Druhou limitaci je pouze omezeny pocet
definovanych bod( odbéru, ktery byl dan primarnim zamérem projektu. Do budoucnosti
bychom radi sledovali sérové exprese onkogennich miR u odlé¢enych pacientek pravidelné s
cilem definovat vcasné hrozici recidivu onemocnéni. Zde neukdzanad data svéddi pro
vyznamnou elevaci onkogennich miR u pacientek s potvrzenymi recidivami. Pravidelna
monitorace exprese tak muizZe s predstihem, oproti zobrazovacim metodam, urcit relaps
onemocnéni, ktery mize byt v ¢asnych fazich potencialné vylécitelny.

Nami predkladany projekt predstavuje ¢ast z bohaté mozaiky aplikovaného vyzkumu v
oblasti karcinomu prsu. Skladani téchto jednotlivych projektli mize urcovat dalsi sméry,
které mohou vést ke zlepSeni celkové progndzy nejcastéjSiho onemocnéni zen.
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6. Shrnuti zavérul dizertaéni prace

1. Nase data prokazala signifikantné vyssi expresi miR-155, miR-24, miR-19a a miR-181b v
sérech pacientek s ¢asnym karcinomem prsu v dobé diagndzy v porovnani se zdravymi
kontrolami.

2. Exprese onkomiR je vyznamné vyssi v nadorové tkani karcinomu prsu v porovnani s okolni
nenadorovou tkani. ZvySend exprese koreluje s vyznamné vyssi expresi v sérech pacientek
(data nezobrazena, jsou soucasti plné verze dizertacni prace).

3. Exprese onkomiR klesda odlisné v riznych fazich lééby. Onkogenni miR miR-155, miR-24 a
miR-181b klesaly k normé po operacnim zakroku. Onkogenni miR-19a jevila tendenci k
normalizaci az po skonceni protinddorové [éCby.

4. Pacientky ve skupiné vysokého rizika na zakladé klinicko-patologickych marker
vykazovaly vyznamné vyssi expresi onkogennich mikroRNA v porovnani s kontrolami a
pacientkami nizkého rizika. Pacientky vysokého rizika vykazovaly opoZzdény a méné hluboky
pokles jednotlivych mikroRNA po protinadorové |écbé. U pacientek nizkého rizika dochazelo
po onkologické 1é¢bé k normalizaci exprese mikroRNA. U nékterych pacientek vysokého
rizika i pfes pokles v onkomiR nedoslo k jejich normalizaci po onkologické 1écbé.

5. Hodnoty miR-155 a miR-24 mérené v sérech pacientek s ¢asnym karcinomem prsu po
odstranéni nddoru a svodnych lymfatik zlepsuji predikci pravdépodobnosti relapsu nemoci
nezdvisle na ostatnich parametrech. Hodnoty miR-155 a miR-24 mohou predstavovat
nezavisly cirkulujici biomarker.

6. Jediny klinicko-patologicky marker, ktery dale zpfesriuje hodnoceni rizika spolu s miR-155
a miR-24 je exprese proliferaéniho markeru Ki-67 > 20%. V mutivariantni analyze jsme
neprokazali vliv chemoterapie, radioterapie, hormonoterapie na zmény exprese miR-24,
miR-155 a relapsy onemocnéni.
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