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Abstrakt

Testikuldrni germinalni nadory (TGN) jsou pomérn¢ vzacné solidni nadory dospélych.
I tak postihuji vice nez 700 muzd roéné v CR, pfi¢emz se vétsinou jedna o mladé pacienty ve
véku 18-45 let. Velka cast pacientl je vylécitelnd kombinaci operace a chemoterapie, piesto
zhruba 50 muzd roéné v CR tomuto nadoru podlehne, a to v naprosté vétsing piipadi
nasledkem rozvoje rezistence na chemoterapii obsahujici cisplatinu. Méné Casty vyskyt a
vysoké kurabilita jsou patrné pti¢inou toho, Ze molekularné biologické i klinické studie se u
téchto nadorti provadéji relativné zfidka, a naSe porozuméni biologickym procesiim vedoucim
ke vzniku primarniho naddoru a vyvoji rezistence na cisplatinu (CDDP) je stdle omezené.
V soucasné dobé¢ se v klinické praxi nepouzivaji zadné specifické molekularné-biologické
vlastnosti TGN, které¢ by mohly slouZit jako prognostické nebo prediktivni faktory a ptispét
k lepsi stratifikaci pacientll a perzonalizaci 1é¢by. V této praci jsme studovali molekularné-
genetické pozadi vyvoje TGN a rezistence na CDDP na nékolika trovnich. Za ucelem
komplexniho studia vzniku cisplatinové rezistence jsme se rozhodli pfipravit a sekvenovat
CDDP-exponované TGN bunééné linie. Dlouhodoba expozice CDDP zvysila rezistenci
10krat v bunééné linii NCCIT, zatimco u Tera-2 nebyla dosazena vyznamna rezistence. Vyvoj
rezistence na CDDP byl doprovazen piechodnym poklesem proliferace a zménami
v bunééném cyklu - zvySeni G1 a sniZzeni S-frakce v bunétné populaci. CDDP-rezistentni
buitkky NCCIT vykazovaly vice ziskanych mutaci (celkem 21, z toho 3 v genu ATRX), stejné
tak 1 vyznamné zmény v genové expresi (napt. PAX5). Analyza variaci v poctu kopii (CNV -
copy number variations) ukazala vétSi ztraty v poctech kopii vice genli a n¢kolik duplikaci v
buiikach rezistentnich na CDDP. Dale jsme u TGN zkoumali vyznam genu Wilmsova
tumoru 1 (WT1I), jelikoz se jednd o transkrip¢ni faktor nezbytny pro vyvoj a funkci varlat a
jeho zmény byly popsany v souvislosti sriznymi jinymi malignitami, takZe jsme
pfedpokladali jeho potencialni roli 1 v patogenezi TGN. Kvantifikaci celkové exprese WT'1
pomoci qPCR a jeho hlavnich izoforem u 105 TGN pacientil (114 nadorovych vzorka a 100
kontrol) jsme prokdzali vyznamné sniZzeni exprese WT7TI se signifikantnim
posunem k izoformam postradajicim exon 5, které spolu s relativné vysokym vyskytem W71
somatickych mutaci identifikuji W71 jako novy potencidlni faktor zapojeny do patogeneze
TGN, pravdépodobné jako tumor supresorovy gen. U dalSich 210 pacientd s TGN byla
metodou qPCR detekovana mutace BRAF V600E a tato byla identifikovana pouze u 1 %
pacientli, coz nesveédci pro jeji vyznam ve vyvoji TGN. Exprese proteinu p53 byla hodnocena

imunohistochemicky, coz ukéazalo vyznamné snizeni exprese v metastazach ve



srovnani s pivodnimi nadory. Tyto vysledky mohou nasvédcovat roli p5S3 v metastatickém
Siteni u TGN. NaSe prace dale zahnuje sekvenacni data z 31 vzorkll primarnich nadort
pacienti a parovych kontrol. Zde byly nalezeny vyznamné aberace vice genl, piicemz
nejvyssi pocet mutaci byl pozorovan u pacientd, u kterych se vyvinula rezistence na CDDP.
Jako zajimavou hodnotime skute¢nost, Ze u 2 pacientll byla detekovana mutace v genu ATRX.
Byly nalezeny i aberace ve vybranych genech pii amplikonovém sekvenovani, které mohou
byt dilezité v biologii TGN - TP53, MDM?2, ATM. Hodnotily se také KRAS, NRAS, HRAS,
BRAF a WTI. N&§ vyzkum zduraznuje molekuldrni zmény souvisejici s vyvojem rezistence

na cisplatinu a identifikuje geny s potencialnimi rolemi v tomto procesu.



Abstract

Testicular germinal tumors (TGCT) are relatively rare solid tumors in adults. Even so,
they affect more than 700 men a year in the Czech Republic, mostly young patients aged 18-
45 years. A large number of patients are curable by a combination of surgery and
chemotherapy, yet about 50 men a year in the Czech Republic succumb to this tumor, in the
vast majority of cases due to the development of resistance to chemotherapy containing
cisplatin. The rare occurrence and high curability are probably the cause of infrequent
molecular and clinical studies carried out in these tumors, and our understanding of the
biological processes leading to primary tumor development and the development of cisplatin
resistance (CDDP) is still limited. At present, no specific molecular markers that could be
used as prognostic or predictive factors and improve patient stratification or treatment
tailoring are available in TGCT management. In this work, we studied the molecular-genetic
background of TGCT development and CDDP resistance at several levels. To
comprehensively study the development of cisplatin resistance, we prepared and analyzed
CDDP-exposed TGCT cell lines. Long-term exposure to CDDP increased resistance 10-fold
in the NCCIT cell line, while no significant resistance was achieved with Tera-2. The
development of CDDP resistance was accompanied by a transient decrease in proliferation
and changes in the cell cycle - an increase in G1 and a decrease in S-fraction in the cell
population. CDDP-resistant NCCIT cells showed more aquired mutations (a total of 21,
including 3 in the ATRX gene), as well as significant changes in gene expression (eg. PAXS5
gene). Analysis of copy number variations (CNV) showed large losses in copy number of
multiple genes and several duplications in CDDP-resistant cells. We further investigated the
significance of Wilms‘ Tumor gene 1 (WT1) in TGCT as it is a transcription factor necessary
for testicular development and function and its changes have been associated with various
other malignancies, so we assumed its potential role in the pathogenesis of TGCT.
Quantification of the expression of total W71 and its major isoforms by qPCR in 105 TGN
patients (114 tumor samples and 100 controls) showed a significant decrease in WTI
expression with a significant shift to the isoforms lacking exon 5, which, together with a
relatively high incidence of W71 somatic mutations, identified W71 as a novel potential factor
involved in the pathogenesis of TGCT, probably as a tumor suppressor gene. In a cohort of
210 patients with TGCT, the BRAF V600E mutation was detected by qPCR, and this was
identified in only 1 % of patients, suggesting its no significance in TGCT development.

Expression of the p53 protein was assessed by immunohistochemistry, demonstrating a



significant decrease of expression in metastases compared to the original tumors. These
results may suggest a role for p53 in the metastatic spread in TGCT. Our work further
includes sequencing data from 31 patient primary tumor samples and paired controls. There
were significant aberrations of multiple genes found, with the highest number of mutations
being observed in patients who developed CDDP resistance. Interestingly, in 2 patients a
mutation in the ATRX gene was detected. Aberrations were also found in selected genes
during amplicon sequencing, which may be important in the biology of TGCT — e.g. ATM,
WTI and RAS genes. Our research highlights molecular aberrations related to the
development of cisplatin resistance or the pathogenesis of TGCT, some of which may be

implicated in the clinical practice in the future.
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1. Literarni piehled

1.1.  Testikularni germinalni nadory

Testikularni germinalni nadory (TGN) jsou pomérné raritni nadory, nejpocetnéji se
vyskytujici ve vékové skupiné 18-45 let a tvoti asi 1-2 % vSech nadorti u muzi (Bosl and
Motzer, 1997; Oliver, 1997). Studie z roku 2008 dokumentuji 52 000 novych piipadd TGN
roéné a az 9 000 umrti na tento druh nadoru celosvétové (Ferlay et al., 2010). Pro Ceskou
republiku to znamena vice nez 500 novych ptipadii ro¢n¢ z nejnovéjsich statistik pro rok 2017
(Obr. 1). Incidence TGN ma stoupajici trend v poslednich 30-40 letech a pfiCiny tohoto
zvySovani nejsou objasnény. V pracich z roku 2014 byl popsan 75% vzestup vyskytu TGN z
2,9/100 000 v roce 1975 na 5,1/100 00 v roce 2004 (Parkin et al., 2002; Holmes et al., 2008).
Dle nejnovéjsich analyz byla celosvétové mirn€ stoupajici incidence TGN z 52 322 ptipadl
zazamenanych v roce 2008 na 55 266 ptipadl pro rok 2012 déle potvrzena, pfic¢emz pomér
incidence vs. mortalita byl snizeny. To svéd¢i jak pro zdokonalenou diagnostiku, tak pro lepsi
1é¢bu téchto nadort (Park et al., 2018). Stejny trend se potrzuje i pro Ceskou republiku (Obr.
1). Soucasné se ukazuje, ze se také vyrovnava vyskyt tohoto nddoru z hlediska zemi s nizkou
a vysokou incidenci v ramci Evropy, coz je vysledkem mirného zvySovani vyskytu v zemich
s nizkou incidenci za soucasného ustalovani v zemich s tradicné nejvyssi incidenci. Tato je i

nadale nejvyssi v Dansku a Norsku (Gurney et al., 2019).
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Obrizek 1. Incidence a mortalita TGN v Ceské republice. Zdroj: www.svod.cz

11



Znadmy je i fakt vyrazné se liSiciho poctu téchto nadorti v rdmci riznych etnik a
narodnosti. Jako nejvyssi je vyskyt TGN dokumentovan u Evropanti a mezi obyvateli USA a
Australie s evropskymi kotfeny, kdy data z USA dokladaji 6,9 piipadit na 100 000 obyvatel u
obyvatel sevropskymi kofeny v porovnani s 1,2 piipady na 100000 obyvatel u
Afroameri¢ant (Ghazarian ef al., 2015). V ramci evropského kontinentu je incidence nejvyssi
u Dénd (15,4 ptipadt na 100 000 obyvatel), déle u Svéda a Nord, kde je dvojnasobné vyssi
incidence v porovnani s Finskem a ostatnimi evropskymi staty. Nékteré studie zabyvajici se
timto zajimavym faktem poukazuji na moznost existence faktori zevniho prostfedi, které by
se mohly podilet na vzniku TGN. Mezi nejvice pravdépodobné, ne vSak podporené dostate¢né
silnymi diikkazy, se zda naruSeni endogenni hormonalni signalizace v pribéhu prenatalniho
vyvoje xenobiotiky, obecnéji lze tyto latky oznacCit za endokrinni disruptory narusujici
pfirozenou hormondlni rovnovahu. Plisobeni téchto latek je nejCastéji spojovano s piiznaky,
jako jsou kryptochorismus, hypospadie, nizky pocet spermii a germindlni nadory
(Skakkebak, Rajpert-De Meyts and Main, 2001; Giannandrea and Fargnoli, 2017b, 2017a).
Studie zabyvajici se vlivem faktorli zevniho prostfedi na vznik TGN se opiraji o evidence
zvySeného vyskytu TGN u druhé generace migrantl Zijicich v Dansku, kde je incidence TGN
celosveétoveé nejvyssi. Obecné platilo, ze u deti narozenych v prostiedi s vysSim vyskytem
TGN, m¢ély tyto vyssi riziko vzniku tohoto nddoru nez jejich otcoveé, zatimco u prvni generace
pfisté¢hovalcii nebyly nalezeny signifikatni rozdily v incidenci TGN. U dalSich studii nebyla
dosaZena dostatecnd mira statistické signifikance pro jasnou evidenci vlivu faktorti zevniho
prostfedi na vznik TGN. (K Hemminki and Li, 2002; Kari Hemminki and Li, 2002; Ekbom et
al., 2003; Montgomery et al., 2005; Schmiedel et al., 2010).

Kromé faktorti zevniho prostfedi hraji v rozvoji TGN bezesporu roli i faktory
genetické. Pres dokumentovany nejvyssi podil familiarni predispozice u TGN v porovnéani
s ostatnimi solidnimi nadory, kdy je u syna a bratra postizeného timto naddorem zvysené riziko
vyskytu 4-6x a 8-10x, respektive, Zadné konkrétni geny ¢i skupiny genll s pfimym vlivem na
vznik TGN nebyly zatim identifikovany (Parkin and Iscovich, 1997; Ekbom et al., 2003;
Montgomery et al., 2005; Mclntyre et al., 2008). U muzl s jiz diagnostikovanym TGN
existuje zvySené riziko vzniku nadoru v druhém varleti, kdy pfiblizné u 2 % znich byl
dokumentovan kontralateralni nador v horizontu 15 let od prvni diagnézy (Fossa et al., 2005).
Az vposlednich letech bylo za pouziti modernich sekvenovacich metod a databazi
srovnavajicich velké mnozstvi dat ur¢eno nékolik lokust s rizikem pro vznik TGN. Tyto nové
studie se zabyvaji hleddnim polymorfisml v genomu typickych pro TGN a potazmo urenim

gent a genovych lokust, které v disledku vzajemné interakce mohou ptispét ke vzniku TGN.
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Bylo tak identifikovano 19 novych genovych lokust s pravdépodobnou roli pfi vzniku TGN.
Vétsinou se jedna o transkripéni faktory, jejichz funkce byla aberantné narusena, coz autofi
interpretuji jako potvrzeni teorie o naruSeném procesu diferenciace u primordidlnich
germindlnich bunék (PGB). Dale byly nalezeny souvislosti svédCici o narusené funkci
mikrotubuld a dysregulaci drahy KIT-MAPK (Litchfield et al., 2015, 2016, 2017, 2018; Wang
et al., 2017a, 2017b). Vysledky z genomickych studii (GWAS; genome-wide association
study) ukazuji, Ze jednonukleotidové polymorfismy (SNP neboli varianty jediné baze), které
byly identifikovany v riznych lokusech gentl, jsou odpovédné za piiblizné 15 % genetické
predispozice k tvorbé TGN. Tyto polymorfismy byly identifikovany v genu KITL/SCF a
dalsich — napf. v genu pro znamy inhibitor apoptoézy BAKI, v genu DMRTI zodpovédném za
diferenciaci testikularnich bun¢k a genu SPRY4, ktery spole¢né s BAKI ovliviiuje signélni
drahu KIT/KITL. Podle dalSich genetickych analyz byly homozygotni delece nalezeny v
nékolika nadorovych supresorovych genech, jako jsou RBI, NME, WT1, APC a CDKN2A4, ale
tyto vysledky nebyly potvrzeny jinymi funkénimi studiemi (Oosterhuis and Looijenga, 2003;
Skotheim and Lothe, 2003; Turnbull and Rahman, 2011).

Unikétni vlastnosti TGN je jejich velice dobrd odpovéd na 1écbu cisplatinou, ktera
muze v kombinovanych chemoterapeutickych rezimech navodit remisi az u 90 % pacientu.
Tato vyjimecna citlivost je mimo jiné i1 disledkem pfitomnosti nemutovaného genu 7P53,
jehoz mutace se naopak fadi k nejcastéjsim u vétSiny solidnich naddora (Bagrodia et al., 2016).
Bohuzel pro 10 % pacientii s chemorezistentnim nadorem neexistuje dalsi efektivni 1écba a
tito pacienti kviili rozvoji rezistence na cisplatinu umiraji. TGN je nejcastejsi pric¢inou amrti
na naddorové onemocnéni u muzi ve vékové skupiné 18-45 let (Bahrami, Ro and Ayala, 2007;
Shanmugalingam et al., 2013).

Dle klinickych, epidemiologickych a histologickych kritérii 1ze TGN délit do tii
skupin: 1. teratomy a nadory ze Zloutkového vacku pediatrickych pacientt, 2. TGN
(seminomy 1 neseminomy) postpubertalnich pacientl, 3. spermatocytické seminomy, které
vznikaji v pozd¢jsim véku (Reuter, 2005) (Tab. 1). Tato prace se vénuje druhé skupiné TGN,

které tvoii 98 % vSech neopldzii vznikajicich v testikularni tkani.
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Tabulka 1. Zakladni charakteristiky TGN. Pfevzato a upraveno dle (Reuter, 2005).

Incidence
na Genetické
Vék Histologie Ploidita Rizikové faktory
100 000 abnormality
obyvatel
teratomy,
nadory ze diploidni; etnicky puvod,
prepubertalni 0,12 -1p; -6q ) P
zloutkového aneuploidni genetické/rodinné
vacku predispozice,
hypertriploidni: infertilita,
) GCNIS a kryptorchismus,
seminomy, GGNIS; ]
postpubertalni ) 6,0 ) seminomy; dysgeneze
neseminomy i(12p) o
hypotriploidni: pohlavnich organt,
neseminomy androgenni
spermatocytarni tetraploidni/ insenzitivita
star§i 40 let ) 0,2 +9 o
seminomy diploidni

(GCNIS — germ cell neoplasia in situ)

1.2.  Vznik a vyvoj TGN

TGN vznikaji maligni transformaci testikularnich germinalnich buné&k. V nékolika
studiich byla dokumentovana existence atypickych 1ézi v histologickych preparatech z tkani
pacientt s TGN, o nichZ se pfedpokladalo, Ze jejich vznik je disledkem maligni transformace
(Azzopardi, Mostofi and Theiss, 1961; Mark and Hedinger, 1965). V roce 1972 byla prvné
vyslovena hypotéza, Ze tyto léze, které profesor Skakkebaek pozoroval v preparatech z biopsii
varlat infertilnich muz, mohou byt prvnim stddiem vzniku TGN. Léze byly pojmenovany
Germ Cell Neoplasia in Situ (GCNIS) (Skakkebak, 1972).

Na molekuldrni arovni se pravdépodobné jedna o procesy zacinajici jiz v prenatalnim
obdobi u primordidlnich germindlnich bunék (PGB), které jsou zablokované ve svém vyvoji.
PGB vznikaji z epiblastu a dale migruji do genitalnich 1ist, kde davaji vznik gonocytiim. Tato
jejich migrace je pod kontrolou signalizace KIT/KITL a takto vzniklé nezralé gonocyty jsou
typické svoji vysokou expresi markerit kmenovych buiiek a faktort urcujicich pluripotenci
(POUSFI, NANOG, KIT, TFAP2C) (Robinson, 2001; C. E. Hoei-Hansen et al., 2004,
Christina E. Hoei-Hansen et al., 2004; Gaskell et al., 2004). PGB tvoii v genitalnich liStach
bipotentni gonady, kde je jejich dals$i vyvoj ur¢en vlivem podplirnych bunék z jejich okoli.

V ptipad¢ muzskych gonad je pro dal§i vyvoj nutna ptitomnost transkripéniho faktoru SRY,
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exprimované¢ho z genu na chromozomu Y. Tento transkripéni faktor fidi expresi dalSiho
nezbytného transkripéniho faktoru SOXY, ktery reguluje vyvoj Sertoliho bun¢k, nutnych pro
vyvoj testikularni tkan¢ a pro diferenciaci PGB v spermatogonie. Béhem diferenciace ztraci
PGB expresi pluripotentnich markert (KI7, NANOG, OCT3/4) a zaCinaji exprimovat geny
typické pro diferencované bunky (VASA, MAGE-4A4, TSPY). Tyto procesy jsou regulovany
epigenetickymi mechanismy a pravdépodobné i molekulami mikroRNA. Predpoklada se, ze
naruseni slozitého procesu signalizace vede ke vzniku maligné transformovanych
germinalnich bunék, které jsou zablokované ve vyvoji a vykazuji vysoké hladiny exprese
pluripotentnich markerd a svym genomickym imprintingem odpovidaji méné zralym
bunéénym stadiim. DNA fetalnich germinalnich bun¢k je hypomethylovana a ¢im vice se tyto
buiiky diferencuji, tim vice stoupd i stupenn methylace jejich DNA. To koreluje 1 s
chemorezistenci na cisplatinu u nadort vzniklych zrizné diferencovanych stadii téchto
bunck. Obecné plati, ze s mirou deferenciace klesa odpoveéd na cisplatinu, coz je vysledkem
mnoha klinickych praci ukazujicich velice dobrou odpovéd’ na 1é¢bu cisplatinou u seminomu
(vznikajicich z nediferencovanych germinalnich bunék), klesajici odpovéd’ u neseminomu a
rezistenci u teratomd, u nichz je nejvétsi mira methylace 1 diferenciace (Krege et al., 2008b,
2008a; Wermann et al., 2010). Wermann et al. dale ve své praci zkoumali experimentalné
ucinek demethylac¢niho Cinidla 5-azacytidinu na diferenciacni stddium bunék TGN a jejich
rezistenci na cisplatinu, kdy se demethylaci obnovila zvySena exprese pluripotentnich
markerdt (NANOG, OCT3/4) a doslo také kzvySeni cytotoxicity navozené -cisplatinou
(Wermann et al., 2010).

Vznik nadoru je pravdépodobné podminén nékolika dil¢imi zasahy, které vedou ke
vzniku mutaci v riznych genech regulujicich procesy, jako jsou bunécéna diferenciace,
proliferace a regulace bunééného cyklu (Obr. 2) (Boublikova et al., 2014). Zajimava je otazka
nacasovani prvniho kroku nadorové transformace, tedy zda maligni transformace nastava pred
nebo po vycestovani PGB ze Zloutkového vacku do genitalnich 1ist. Ze studii zaméiujicich se
na danou problematiku vyplynulo, Ze u bilateralnich TGN neexistuje jedna spolecné plivodni
mutace, coz podporuje hypotézu vzniku riznych mutaci ve vice genech, které nastivaji

nezavisle na sob¢ az po vycestovani PGB do genitalnich list (Brabrand et al., 2015).

15



vice genu s nizkou penetranci
o delYgr/gr, Xq27

e KITLG, SPRY4, BAK1,

e DMRT1, TERT, ATF7IP, etc.

expozice (xeno)estrogentim,
onkogenim

metabolis

4

testikularni disgeneze rtizného stupné

faktory
prostredi

mikroprostredi
Sertoliho a
Leydigovych bunék

primordialni germinalni
bunky/gonocyty

naru$eni funkce, abnormaini blok diferenciace, zachovani embryonalnich rysd atalni
signalizace a interakce, hormonalni pred¢asna aktivace meiosa-specifickych mechanismu
nerovnovaha abnormalni déleni

polyploidizace
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Obrazek 2: Shrnuti procest pravdépodobné vedoucich k maligni transformaci u testikularnich germinalnich

nadort (TGN). Pfevzato a upraveno z (Boublikova ef al., 2014).
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Maligni transformace pokraCuje postnatalné a vede ke vzniku jiz zminéného
prekurzorového stadia tzv. in situ 1éze (GCNIS). Tato byla dokumentovana u 90 % TGN
a znamenala 50% riziko vzniku TGN v horizontu 5 let (Rajpert-De Meyts, 2006). Stadium
invazivniho nadoru s malignim charakterem nastava vétSinou po puberté, coz sveédéi o
hormondlnim ovlivnéni TGN.

S rozvojem invazivniho nédoru je u TGN vzdy spojena pfitomnost izochromozomu
1(12p), ktery pravdépodobné vznikd duplikaci a jeho pfitomnost nebyla detekovéna u
prekurzového stadia testikularnich germinalnich naddori — GCNIS. Nésledkem této duplikace
je zvySeni genové davky genti nachazejicich se na kratkém raménku chromozomu 12, mezi
nimi napt. SOX5, CCND2, NANOG, KRAS a dal$i. N¢které z nich patrné hraji zasadni roli pfi
vzniku TGN. Produktem genu CCND2 je cyklin D a jeho zvySend exprese je nezbytna pro
vstup diferencovangj$ich bunck zpét do bunééného cyklu, coz ma za néasledek jejich
genetickou nestabilitu a vznik polyploidizace (Skakkebaek et al., 1987; Houldsworth et al.,
1997; Looijenga et al., 2011). Klicovy pro vznik TGN je provdépodobné i gen NANOG,
hrajici roli pfi zachovani zarodecného charakteru buiiky. Jeho zvySend exprese byla nalezena
u primarnich TGN, ale ne u metastdz jiz rezistentnich germinalnich nadori. Jako kauzélni pro
vznik invazivniho germinalniho nadoru se na zakladé mnoha studii jevi 1 onkogen KRAS.
V pracich zabyvajicich vznikem TGN byla mutace v genu KRAS nalezena pouze u
invazivniho nadoru a nenachazela se u Zadného z pacientl v diivéji odebrané germinalni tkani
ve fazi GCNIS pfemény (Roelofs et al., 2000; Skotheim et al., 2003).

Noveé se v patogenezi TGN popisuje jako vyznamna udalost reciproka ztrata
heterozygozity. Podstata tohoto d&je spoc¢iva v duplikaci na irovni choromozomu nebo jejich
casti, které timto kompenzuji ztratu genové informace z druhé rodi¢ovské alely. Ve vétSing
ptipadli dochazi ke kompenzaci genové davky, nejsou vSak vyjimkou i ptipady, kdy timto
zptisobem dojde k nekompenzované duplikaci, jejimz diisledkem vznikaji tfi kopie nékterych
genll. U TGN dochazi také k relativné castym delecim, které nejsou vzdy kompenzovany
recipro¢ni duplikaci v rdmci oprav takto poskozené¢ho genomu (Taylor-Weiner et al., 2016).

Nezbytnym faktorem pro vyvoj casnych fazi TGN je aktivace drahy KIT/KITLG
(SCF), ktera ptisobi jako dominantni signalni draha v patogenezi TGN. Tato draha signalizuje
prostiednictvim cytokinového receptoru KIT, ktery po vazbé ligandu (KITLG/SCF) spousti
signalizacni kaskadu, jez reguluje proliferaci, migraci a pieziti krvetvornych bunck,
melanocytd a zarodecnych bunék. Somatické mutace a narusena exprese genu KIT byly
detekovany u mnoha malignit v€etné¢ nadorti varlat. Duplikace genomické oblasti 4q12

obsahujici KIT je obvykle spojena se vznikem seminomd. Inhibitor signalizace KIT (imatinib)
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prokazal vyznamné sniZeni této signalizace v seminomech s nadmérné exprimovanym
receptorem KIT a tendenci k redukci metastazujicich seminomt u pacienttll, jimz byl tento
inhibitor podavan. Dal§i moznost regulace drahy KI7/KITLG (SCF) vyplynula ze studie
zabyvajici se pritomnosti SNPs ve vazebné doméné KITLG pro vazbu proteinu p53. Tato
studie vysvétluje vznik a proliferaci nadorovych bun¢k TGN i v pfitomnosti nemutovaného
proteinu p53, kdy polymorfismy ve vazebné doméné pro molekulu p53 pfi jeho vazbé na
KITLG jsou zodpovédné za zvySenou expresi KITLG, kterd vede k zvySené bunécné
proliferaci. (Ashman, 1999; Rapley ef al., 2004; Runyan et al., 2006; Biermann et al., 2007;
Pedersini et al., 2007; Coffey et al., 2008; Gilbert, Rapley and Shipley, 2011; Zeron-Medina
etal.,2013).

Pomoci modernich srovndvacich metod bylo dale v ramci genomickych studii na
rozsahlych souborech pacientl identifikovano nékolik dalSich gent s potencialnim vlivem na
vyvoj TGN: geny s telomerazovou aktivitou jako naptiklad TERT-CLPTMIL (5p15) a s nimi
asociavan¢ geny ATF7IP (12p13) a PITX1 (5g31), které svoji spole¢nou aktivitou tvoii kratké
nukleotidové sekvence na koncich chromozomii. Aktivita lidské telomerdzy reverzni
transkriptazy (hTERT) neni obvykla u somatickych bunék, ale jeji aktivita je pozorovana az u
90 % nadorovych buné€k. V ptipadé TGN byla vysoka aktivita hTERT dokumentovana u
teratomi, kde by mohla mit vyznam pro subklasifikaci nadorti a prognézu pacientti (Schrader
etal.,2002).

Diskutabilni zistdva role mikroRNA ve vzniku a vyvoji TGN a procesu ziskavani
chemorezistence. U mnoha bunéénych d&ji byla prokdzana signifikantni role téchto
jednotetézcovych nekodujicich molekul RNA, vétSinou se jedna o vazbu na molekuly mRNA
a kontrolu jejich translace. U TGN byla zjiSténa zvySend exprese miR-372 a miR-373, které
ve svém ucinku inhibovaly tumorsupresorové geny LATS2 a NEO I, jez se ucastni drahy p53
(Duale et al., 2007; Voorhoeve et al., 2007; Li, Ren and Tang, 2014). Nékteré miRNA by
mohly mit redlné klinické vyuziti pro monitorovani onemocnéni a v€asnou detekci relapsu u
pacientll s TGN. Za takové byly oznaceny miR-375 a miR-371, pfiCemz exprese miR-371 je
vysokd u seminomt a embryondlnich karcinomil a exprese miR-375 je zvySend u teratomu a
nadorid pochazejicich z bun¢k zloutkového vacku (Duale et al., 2007; Voorhoeve et al., 2007;

Li, Ren and Tang, 2014).

1.3.  Gen WTI a jeho role pri vzniku TGN
Gen Wilmsova tumoru 1 (WTI) byl prvné identifikovan v roce 1990 jako gen

zodpovédny za vznik Wilmsova tumoru. Toto nadorové onemocnéni postihuje 1 z 10 000 déti
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a gen WTI je mutovany u 5-10 % vSech ptipadt (Little and Wells, 1997; Charlton and
Pritchard-Jones, 2016). Usek kédujici WT1 se nachézi na chromozomu 11p13. Zpo&atku se
predpokladalo, Ze se tento gen chova jako tumor supresorovy gen, kdy pro vznik naddoru bylo
potieba, aby jeho ob¢ alely byly mutovany a nemohly plnit svoji funkci (Knudson and Strong,
1972). Naslednym vyzkumem bylo zjisténo, ze v mnoha jinych nadorech je exprese genu
WTI zvysena a tudiz piisobi v téchto piipadech jako onkogen.

Gen WTI kbéduje protein o velikosti piiblizné 57 kD, ktery se mize vyskytovat az v 36
izoforméch, vznikajicich alternativnim sestfihem 1 alternativnim mistem zacatku translace,
pripadné upravami RNA nebo i kombinaci téchto procesti. I pfes mnohé odlisnosti obsahuji
vSechny izoformy genu WT1 ¢tyti C2H2 Kruppel-like zinkové prsty (Obr. 3) (Hastie, 2017).
Ctyfi hlavni izoformy WTI jsou charakterizované piitomnosti nebo nepiitomnosti exonu 5
(obsahujictho 17 aminokyselin) a tzv. fragmentu KTS na konci exonu 9 (kddujiciho 3
aminokyseliny mezi 3. a 4. Zn prstem) (Obr. 4). Protein WT1 je transkripéni faktor.
Specifické funkce a vyznam vétSiny izoforem WT1 vSak nejsou znamy. Je znamo, ze mutace
zpusobujici zménu ¢teciho ramce v oblasti zinkovych prstii vedouci k pievaze izoforem KTS-
se vyskytuji u pacientli s Frasierovym syndromem, jehoZ pfiznaky jsou kryptochorismus,
syndaktilie a abnormality ledvin (Barbaux et al., 1997; Klamt et al., 1998). Studie provedené
na mySim modelu prokazuji diilezitost spravné proporce izoforem WTI, kdy jejich uméle
navozena alterovand exprese vedla k poruchdm vyvoje ledvin. Dalsi pokusy na mySich
ukazaly, ze pfi ztraté izoforem KTS- nebo KTS+ dochazelo k umrti takto modifikovanych
mysi z divodu opozdéného vyvoje ledvin (Hammes et al., 2001). Z dalSich studii vSak
vyplynulo, Ze my$i modely, kterym chybély oblasti genu WT1I obsahujici 17 nukleotidovy
usek kodovany exonem 5, nevykazovaly znamky postizeni (Natoli et al., 2002). Toto zjisténi
bylo pro autory zajimavé z hlediska toho, Ze je zndmo, Ze transkript vznikajici jako produkt
exonu 5 je nutny pro interakci proteinu WTI s apoptdzu-regulujicim faktorem PAR4
(Richard et al., 2001) a mutace v tomto useku byly nalezeny u pifipadit Wilmsova tumoru
(Schumacher et al, 1998). Ztohoto hlediska je spiSe pravdépodobné, ze exon 5 je

prokazatelné dllezitou ¢asti genu W71 u lidi.
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Obrazek 3. Struktura genu WTI u savcl. Variantni mista transkripce a translace, alternativni sestfihy a RNA
editacni mista v savéim genu WTI jsou zobrazena Cervené; tyto mohou vést k nejméné 36 potencidlnim savéim

izoformam WT1I. int 5 (intron 5). Pfevzato z (Hastie, 2017).
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Obrazek 4. Struktura genu W71 a ctyf hlavnich izoforem. Alternativni mista sestfihu jsou znacena Srafované,

¢erné Sipky oznacuji alternativni mista iniciace transkripce. Pievzato z (Kramarzova et al., 2012).
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V literature existuje nckolik dobie popsanych syndromi vznikajicich v dasledku
hemizigozyty ¢i mutace v genu WTI. Delece vtomto genu jsou zodpovédné za vznik
syndromu WAGR, projevujictho se Wilmsovym tumorem u 70 % postizenych, anridii,
mentalni retardaci a anomaliemi v genitalnim tUstroji. VétSinou se jedna o nesestoupla varlata
u muzil nebo o prouzkovité gonady a abnormaln¢ tvarovanou délohu u Zen (Riccardi et al.,
1978). DalSim popsanym syndromem vztahujicim se ke genu WTI je Denys-Drashiv
syndrom, za ktery je zodpovédna heterozygotni mutace v ¢asti genu kodujici zinkové prsty.
Toto onemocnéni se obvykle projevuje vaznéjsSim fenotypem poruchy vyvoje pohlavnich
organti (obojetné zevni pohlavni organy), selhavanim ledvin, vznikem nefrotického
syndromu a ¢astym vyskytem Wilmsova tumoru. Pfi studiu in vitro proteinovych interakci
byla dokumentovana interakce nefunkcéniho proteinu WT1 sjeho funkénim protéjSkem
vznikajicim z nemutované alely, coz mulze vysvétlovat zavaznost projevi i piesto, Ze
zpusobujici mutace je pouze jednobodova a heterozygotni (Little et al., 1995).

Transkripéni faktor WT1 je zcela nezbytny pifi vyvoji urogenitalniho systému a gonad.
V embryogenezi je WT1 klicovy pfi ur€eni pohlavi, jelikoz interaguje s geny SRY a SOX9 na
chromozomu Y, které jsou nezbytné pro tvorbu muzskych pohlavnich organti (Bowles and
Koopman, 2001). Studie na mySich modelech ukazaly kli¢ovou roli exprese W71 a to 1
z hlediska izoforem tohoto genu, kdy Uplnd ztrata exprese WTI vedla k absenci ledvin a
urogenitalnich organt u dané mysi (Kreidberg et al., 1993). Dalsi pokusy ukézaly, Ze Gplna
absence izoformy KTS+ genu WTI vedla u mysi ke vzniku fenotypu odpovidajicimu
Frasierovu syndromu u lidi. Postnatalné je role WTI také podstatnda, jelikoz se podili na
spermatogenezi a jeho exprese je vysokd jak u germindlnich bunck, tak 1 v Sertoliho
bunkach.

Vyznam genu W71 u TGN nebyl doposud objasnén. Zndmé a dobie prozkoumana je
vSak role WTI v hematopoéze a leukemogenezi, kde WTI hraje roli pfi diferenciaci a
proliferaci hematopoetickych bunék. Exprese WTI je vysokd u primitivnich CD34+
hematopoetickych bunécnych prekurzorti a tato vysokd exprese je potlaCena pii procesu
diferenciace. WTI neni exprimovan Vv hematologickych bunkach =z erythroidni a
megakaryocyarni linie (Baird and Simmons, 1997; Hosen et al., 2002).

Mutace v genu WT1 byly nalezeny u 9-13 % akutnich myeloidnich leukémii a u 20 %
bifenotypickych leukémii, zatimco jejich vyskyt u akutnich lymfoblastickych leukémii je
sporadicky. Nebyl prokazan rozdil ve vyskytu W71 mutaci mezi leukémiemi u dospélych a
v détském veéku. VSechny takto nalezené mutace byly typu tzv. missense, které ve svém

disledku mély za nasledek zkraceni proteinu WT1 a zmény v sekvenci zinkovych prsth s
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neschopnosti takto zménéného proteinu vazat se na DNA. Popsané mutace se v naprosté
vétsSing piipadil vyskytovaly v exonech 7 a 9, které jsou oznacovany za tzv. hot-spot mutacni
mista v sekvenci genu WT1. DalSim efektem takto vzniklé mutace, kterd je ve vétsing piipadi
heterozygotni, mtze byt naruSeni procesu dimerizace, kdy mutovany protéjSek miize
interagovat s nemutovanym proteinem a touto interakci zpusobit plnou inaktivaci vzniklého
dimeru, coz je popsano jako tzv. loss-of-function mutation a je jednou z moznych variant
pusobeni mutovaného WTI jakozto onkogenu (Pritchard-Jones, Renshaw and King-
Underwood, 1994; King-Underwood, Renshaw and Pritchard-Jones, 1996; Algar et al., 1997;
Carapeti, Goldman and Cross, 1997; English and Licht, 1999; Miyagawa et al., 1999;
Ariyaratana and Loeb, 2007; Summers et al., 2007; Virappane et al., 2008; Paschka et al.,
2008; Renneville et al., 2009; Gaidzik et al., 2009; Krauth et al., 2015). Kromé mutaci byly u
akutnich leukémii popsany i zmény exprese W71 a jeho izoforem, které byly ve studiich
asociovany s progndzou pacientti (Boublikova ef al., 2006; Kramarzova et al., 2012).

U TGN byl gen WTI studovan minimaln¢é. V malé studii byla prokdzana zvySena
exprese WT1 u nador v pokrocilém stddiu a nezménéna exprese u nepokrocilych nadora.
Nebyla zjisténa rozdilna exprese mezi zakladnimi podtypy TGN seminomy vs. neseminomy
(Horada Y at al, 1993, Nonomura N. et al., 1999). Vzhledem k vyznamné roli proteinu WT1
ve vyvoji varlete a jeho pifedpokladanému charakteru tumor supresorového genu lze
predpokladat, Ze se WTI a jeho aberace mohou zasadnim zpiisobem podilet i na patogenezi

TGN.

1.4. Lécba TGN

Zakladni 1écba TGN je chirurgickd — orchiektomie. U pacientl s rizikovym nalezem
nebo pifi prokazaném metastatickém postizeni nésleduje kombinovand chemoterapie
obsahujici cisplatinu. Vysoka senzitivita TGN k cisplatiné¢ a jejim derivatim je piicinou
vysoké uspésSnosti 1€cby pacientii s TGN, az 95 % pacienti se dostane do dlouhodobé
kompletni remise. Ptiblizn€ u 5 % vSech a 10-20 % pacientd s metastatickym nadorem se ale
vyskytuje primarni nebo 1é¢bou navozena rezistence na cisplatinu. U nich jsou moznosti dalsi
1é¢by vétsinou velmi omezené a jejich prognoza je neptizniva (Albers et al., 2015; Oldenburg
et al., 2015). Srezistenci TGN na cisplatinu je spojovana zména v bunécné odpovédi na
poskozeni DNA. Misto piivodné preferované aktivace proapoptotickych drah se obnovuje
klasicka signalizace p53 umoziujici zastavu bunécného cyklu a reparaci poSkozeni DNA
(Fenske et al., 2012). S rezistenci TGN je spojovana i vysoka cytoplasmicka hladina proteinu

p21, ktery pusobi jako inhibitor cyklin dependentni kinazy (CDK2) (Koster et al., 2010).
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Meéni se i hladiny apoptdzu-regulujicich faktort - zvySena hladina antiapoptotického proteinu
Bcl-2 byla prokazana napf. u rezistentnich teratomtl, coz se snizenou hladinou obecn¢ silné
exprimovaného proapoptotického proteinu BAX muze vést k rozvoji rezistence na cisplatinu
(Chresta, Masters and Hickman, 1996; Baltaci et al., 2001) I kdyZ u mnoha nadoru je jiz
v dne$ni dobé vyvinut postup pro 1écbu pokrocilych fazi nebo refrakternich nadorti, TGN
mezi né nepatii. Neni zde ustdleny zadny standardni rezim pro 1é¢bu rezistentnich nadort a
vetSina takto postizenych pacient umird. V poslednich 15 letech bylo provedeno né¢kolik
pokusti o zavedeni cilené terapie TGN, avSak s neuspokojivym vysledkem. Byl testovan napf.
ucinek nékolika inhibitord tyrozinkindz (sorafenib, sunitinib, pazopanib, bevacizumab), jejich
efekt vSak nebyl dokumentovéan jako vyznamny. Zaznamenand odpovéd dosahovala 10 %,
stejnych vysledkd bylo dosaZeno i s pouzitim inhibitoru mikrotubulll cabazitaxelu, ktery se
vyuziva pii 1écbé nadort prostaty (Oechsle ef al., 2011b; Jain et al., 2013; Skoneczna et al.,
2014; Necchi et al., 2017; Oing et al., 2019). Dalsi experimentalni postupy se zaméfily
k nalezeni latek ovliviiujicich protinddorovou imunitu. Jednd se o specifické protilatky
vazajici se na molekulu CD30, ktera je vylucné€ exprimovana na povrchu bunék embyonalnich
karcinomil. Tento pfistup dosud ukézal nejslibnéjsi vysledky, kdy odpovéd’ byla zaznamenéana

u 2 z 9 pacientii v rdmci probihajici studie (Necchi et al., 2016; Albany et al., 2018).
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2. Cile a hypotézy

1. Piiprava chemosenzitivnich a odvozenych chemorezistentnich linii z pivodnich

testikularnich germinalnich bunéénych linii

2. Hodnoceni a porovnani jejich vlastnosti s ohledem na zisk rezistence na
cisplatinu — hodnoceni proliferace, bunécného cyklu, zmén genové exprese a mutaci
v DNA detekovanych metodou celoexomového a transkriptomového masivné-

paralelniho sekvenovani

3. Stanoveni hladiny celkové exprese genu WTI1 a stanoveni expresniho profilu ¢tyf

hlavnich izoforem WTI v klinickych vzorcich a testikularnich bunéénych liniich

4. Detekce mutaci v genu W71 v Kklinickych vzorcich a testikularnich bunéénych

liniich

5. Detekce mutaci vybranych gent (BRAF, TP53, RAS a KIT) s potencialnim

klinickym vyznamem pro TGN v klinickych vzorcich a testikularnich bunéénych liniich

6. Skrinink mutaci v dalSich genech asociovanych s nadory metodou

amplikonového a celoexomového masivné-paralelniho sekvenovani v klinickych vzorcich

7. Analyza dat ziskanych masivné paralelnim sekvenovanim a jejich interpretace.

8. Statistické zpracovani dat a korelace vysledki s klinickymi udaji pacientu.
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3. Material a metody

3.1. Pacientské vzorky

Pacientské vzorky byly ziskdny od pacientti léCenych v Thomayerové nemocnici
v Praze a od pacientl z dalSich prazskych nemocnic po schvaleni studie piislusnymi etickymi
komisemi a po ziskani informovaného souhlasu pacientii. Pacienti byli do studie zafazovani
predevsim prospektivné, nicméné vzhledem k tomu, ze se jednd o nador s nizkou incidenci,
byly dalsi vzorky dohledany a zatazeny retrospektivné.

Stanoveni exprese WTI bylo provedeno u 105 pacientd (114 vzorkd Ccerstveé
zmrazenych testikularnich nadortt a 100 kontrolnich vzork), pficemz byly jako kontrolni
vzorky pouzity jak zdrava tkan nachazejici se v okoli tumoru, tak i vzorky periferni krve
daného pacienta. Mutace BRAF 1799T>A (V600E) byla vysetfena u 210 pacientil/vzorki
testikularnich nddord, Cerstvé zamrazenych i fixovanych v parafinu. Podrobné charakteristiky
pacienti jsou v Tab. 2.

Exprese proteint p53 a WT1 byly detekované jen ve vzorcich fixovanych v parafinu.
Protein p53 byl detekovan u 202 priméarnich a 118 metastatickych nadorti dohledanych
retrospektivné.

Vybrani pacienti s dostupnymi vzorky cerstvé zmrazenych testikularnich nadort a
nenddorovych kontrol (okolni nenddorova tkan nebo periferni krev) byli sekvenovani
metodou sekvenovani nové generace (NGS), z toho 4 pacienti na urovni celoexomového
sekvenovani (WES — whole exome sequencing) a 27 pacientl na urovni amplikového
sekvenovani s pouzitim rozsifeného panelu genii vztahovanych k nddorovym onemocnénim.
Podrobné charakteristiky sekvenovanych pacientti jsou v Tab. 3.

Jako dalsi kontroly byly pouzity vzorky pacientil po operaci varlete z jiného divodu
nez pro TGN, opét po jejich informovaném souhlasu.

Z odoperovaného varlete byl vzdy spolupracujicim patologem odebran vzorek nadoru
a vzorek okolni nenadorové tkan€, jejich charakter byl potvrzen mikroskopickym vySetfenim.
Nasledné znich byly pfipravené fezy po 5 mikrometrech k extrakci DNA a RNA. Od
pacientt byl dale odebran vzorek periferni krve, ktery slouzil jako zdroj kontrolni normalni

DNA (germ-line kontrola).
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Tabulka 2: Charakteristika TGN pacientll, zatazenych do jednotlivych ¢ati projektu

Charakteristika TGN pacienti

Prospektivni kohorta

(Cerstvé zmraZené)

Retrospektivni kohorta

(fixované v parafinovych bloccich)

Celkem

seminomy
neseminomy
metastatické seminomy
metastatické neseminomy

stromalni nadory

105 pacientil / 114 vzorkll

52/59
49 /51

4/4

143 pacientti / 170 vzorka

78 vzorku
76 vzorku
1 vzorku

15 vzorku

veék v dobé diagnozy[median-rozpéti]

Klinické stadium v dob¢ diagnozy:

33 (14— 68) let

33 (18— 65) let

sledovani [median-rozpéti]

26 (0 — 75) mésica

CS1 51 80
CSIS 22 19
CS 11 10 26
CS III 8 27
neznamy 10 1
1-linie terapie:
chemoterapie 58 120
radioterapie 10 27
sledovani 7 1
neznamy 26 5
Klinicky stav:

72 (1 — 185) mésicu

relapsy 5 13
zijiv CR 80 137
zemfeli na TGN 2 5
z jiné pficiny 1 1
ztraceni ze sledovani 18 0
Kontroly
celkem 77 pacientti / 100 vzorkd 147 vzorku
okoli nadoru (+/- GCNIS) 34/35 48
semenny provazec + epidydimis - 99
jiné diagnozy 41/61 -
jiné nadory 2/4 -

GCNIS (Germ Cell Neoplasia in Situ); Prospektivni kohorta — pacienti vySetfeni na expresi a mutaci genu W71 a

mutaci v genu BRAF; Retrospektivni kohorta — pacienti vysetfeni na expresi proteinu WT1 a p53 a mutaci

v genu BRAF
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Tabulka 3: Charakteristika pacientll vySetfenych pomoci masivné paralelniho sekvenovani

Vék FUP Vyvoj nadori
ID v dobé Histologie | CS Terapie R Piezivani pri posledni
diagnézy [mésice] kontrole
WES
ptl 23 NS IS CHT 37 ANO DF
pt2 29 NS 11 CHT 4 NE PD
pt3 38 NS 11 CHTsurg(R ANO 42 ANO DF
P LAE)
pt4 28 NS IS CHT 44 ANO DF
Amplikonové sekvenovani
Al 46 S IS CHT 83 ANO DF
A2 31 NS IS CHT 57 ANO DF
A3 27 S 1 CHT 96 ANO DF
A4 31 S I RT 60 ANO DF
A5 23 NS IS CHT 81 ANO DF
A6 22 S IS CHT 51 ANO DF
A7 31 S 1 CHT 138 ANO DF
A8 42 NS 1 CHT 106 ANO DF
A9 26 NS I CHT 52 ANO DF
A10 44 NS 1 CHT 72 ANO DF
All 31 S IS RT 89 ANO DF
Al2 37 NS 1 CHT 46 ANO DF
Al13 37 S I RT 41 ANO DF
Al4 35 NS I CHT 57 ANO DF
Al5 43 S I CHT 28 ANO DF
Alé6 29 S 1 CHT 37 ANO DF
A17 23 NS I CHT 72 ANO DF
Al8 29 S 1 RT 39 ANO DF
Al9 48 NS IS CHT 92 ANO DF
A20 58 S 1 CHT 16 ANO DF
A21 30 NS IS CHT 19 ANO DF
A22 34 S II CHT 20 ANO DF
A23 65 NS 111 CHT ANO 11 NE PD
A24 33 S I RT 23 ANO DF
A25 40 NS 1 CHT 27 ANO DF
A26 21 NS IS CHT 23 ANO DF
A27 37 S 1 CHT 24 ANO DF

WES — pacienti analyzovani pomoci celoexomového sekvenovani, Amplikonové sekvenovani — pacienti

analyzovani pomoci amplikonového sekvenovani, NS — neseminomy, S - seminomy, CS — klinické stadium

nadoru, R — relaps, CHT — chemotherapie, RT — radioterapie, surg (RP LAE) — operace (retroperitonealni

lymfadenektomie), FUP - follow-up, DF — disease-free (bez znamek nemoci), PD — progradujici onemocnéni;
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3.2.  Testikularni germinalni bunééné linie

Pro vypracovani této prace bylo prvotné planovano pouziti tii testikularnich
bunécnych linii - dvou neseminomovych (NCCIT a Tera-2) a jedné seminomové (T-Cam)
(Tab. 4).

Linie NCCIT a Tera-2 byly zakoupeny z banky bunéénych linii ATCC (American
Type Culture Collection; Manassas, USA). Bohuzel zddna seminomova testikularni bunécna
linie neni k dispozici ke koupi v bankach bunécnych kultur. Z tohoto diivodu byla linie T-
Cam ziskana darem od profesora L. H. J. Looijenga. (Tab. 4). Nasledné pokusy s buné¢nou
linii T-Cam vedly k jejimu vyloucéeni z dalSich analyz a statistickych zavért s ohledem na jeji
nejisty ptvod a nekonzistentni charakteristiky.

VSechny bunécné linie byly péstovany v kultivatnim médiu RPMI1640 s 10%
inaktivovanym fetdlnim sérem (FBS) a antibiotiky (vSe Life Technologies, Carlsbad, USA).
Vsechny tfi bunééné linie byly péstovany v kultivatorech s 5% CO, (HERAcell 150 CO,
(ThermoScientific, Wilmington, USA).

Tabulka 4. Piehled pouzitych bunéénych linii

Bunééna linie Zdroj Typ
NCCIT ATCC CRL-2073 neseminom
Tera-2 ATCC HTB-106 neseminom

dar od Prof. Leendert Looijenga,

Dept. of Pathology, Erasmus MC-University
T-Cam seminom
Medical Center

Rotterdam, Nizozemsko

3.3.  Péstovani testikularnich bunéénych linii s cisplatinou

VSechny tii bunééné linie byly péstovany za podminek zvySujici se koncentrace
cisplatiny (CDDP). Pocate¢ni koncentrace cisplatiny byla 0,1 uM. Tato koncentrace byla
udrzovana po dobu dosazeni 80% letality v bunétné kultufe. Po dosazeni téchto hodnot
letality byly bunky péstovany v €istém médiu bez obsahu cisplatiny po dobu Ctyf pasazi.
Postupné dochéazelo ke zvySovani koncentrace cisplatiny v médiu aZ na hodnotu 2 uM pro
bunécné linie NCCIT a T-Cam, u bunécné linie Tera-2 bylo dosazeno nejvyssi tolerované

koncentrace cisplatiny 0,1 uM, vyssi koncentrace vedly vzdy k Gplnému vymieni bunck.
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3.4. Stanoveni rustu bunék v kultuie

Pro ucely hodnoceni rozdili v bunécném ristu v zavislosti na ziskané rezistenci na
cisplatinu bylo nasazeno stejné mnozstvi bunék ze vSech hodnocenych kultur. Tento pocet
bunék byl dale sledovan po dobu 13 dnti (4 pasazi). Pokus byl provadén v triplikatech pro

kazdou buné¢nou linii v nepfitomnosti cispatiny. Vysledky byly statisticky zhodnoceny.

3.5. Stanoveni citlivosti na cisplatinu

Ke stanoveni hodnoty ICsy pro cispatinu bylo pouzito testu hodnoticiho proliferaci
bunck analyzou jejich metabolické aktivity. Jednalo se o v takovychto pifipadech obvykle
pouzivany MTS test (Cell Titer 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay,
Promega, Madison, WI, USA). Tento test byl provadén vzdy v triplikatech nebo Sestiplikatech
pfi riznych koncentracich cisplatiny. Tato koncentrace byla pfizpiisobovana aktudlnimu stavu
bunécnych kultur s ohledem na jejich stoupajici rezistenci. V pritbéhu vypracovani této prace
bylo nashromazdéno vicero vysledki MTS testd, pfi¢emz po ustaleni rezistence na cisplatinu
byla téz provedena opakovana méfeni slouzici ke stanoveni findlni rezistence. Tyto konec¢né
vysledky byly statisticky zpracovany a byly podkladem pro vzniklé grafy hodnotici bunéénou

rezistenci.

3.6. Analyza bunécného cyklu pomoci barveni nukleotidovym analogem EdU
Bunééné kultury byly péstovany po dobu 1,5 hodiny v pfitomnosti 10 uM koncentrace
nukleotidového analogu EAU (Click-iT® Plus EdU Imaging Kits, ThermoFisher Scientific).
Pot¢ byly bunky oSetfeny trypsinem, promyty PBS (phosphate buffered saline), po
centrifugaci fixovany 10% formaldehydem po dobu 10 minut a permeabilizovany 0,1%
Tritonem po dobu 15 minut. Nasledovalo promyti 4% FBS (fetal bovine serum) v PBS,
centrifugace a znaeni flourochromem Alexa fluor 647 po dobu 30 minut ve tmé. Proliferace
byla méfena na pritokovém cytomteru LSR II instrument (BD Biosciences, Franklin Lakes,

NJ, USA).

3.7. Analyza bunécného cyklu pomoci barveni Hoechst 33342 a Pyronin Y

Buniky byly oSetfeny trypsinem a po centrifugaci resuspendovany v PBS (pH 4.8).
Nasledovala inkubace pfi pokojové teploté ve tmé& po dobu 20 minut. Poté doSlo k dal§imu
promyti PBS a po centrifugaci byly buniky promyty 1 ml barviciho roztoku PBS s 1.5 pg/ml
pyronin Y a 2 pg/ml Hoechst 33342. Néasledovala centrifugace a inkubace s 200 pl stejného

barviciho roztoku po dobu 10 minut na ledu. Analyza bunécného cyklu byla provedena na
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ptistroji LSR 1II instrument (BD Biosciences). VSechny centrifuga¢ni kroky tykajici se
cytomerickych 1 ostatnich pokusti sbunéénymi liniemi probihaly pfi nésledujicich

podminkach: 1000 rpm, 5 min.

3.8.  Analyza apoptozy

Apoptoza byla hodnocena jak za podminek ptitomnosti cisplatiny o koncentraci
10 uM po dobu 72 hodin, tak i za stejny Casovy usek bez pritomnosti cisplatiny. Buniky byly
vzdy nésledné oSetfeny trypsinem a promyty PBS. Nasledovalo barveni annexinem V-Dy647
(RCANXD-T100, Exbio, Vestec, Ceska republika) a propidium jodidem (PI, 130-093-233,
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Némecko). Podil apoptotickych a nekrotickych bunck

byl hodnocen na pfistroji LSR II instrument (BD Biosciences).

3.9. Izolace nukleovych kyselin

Izolace RNA ze vzorki Cerstvé zamrazené tkané byla provadénd pomoci RNeasyMini
kitu (Qiagen GmbH, Hilden, Némecko) dle navodu vyrobce. Izolace RNA ze vzorkl tkané
fixované v parafinovych bloccich byla provadéna pomoci High Pure RNA Paraffin Kit
(Roche, Basel, Svycarsko) dle ndvodu vyrobce. Izolace DNA ze vzorkii &erstvé mrazené
tkan¢ byla provadénd pomoci DNA blood mini kitu (Qiagen GmbH) dle navodu vyrobce.
Izolace DNA ze vzork tkdné fixované v parafinovych bloc¢cich FFPE (formalin-fixed
paraffin-embedded) byla provadéna pomoci RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit for
FFPE (ThermoFisher Scientific) dle navodu vyrobce. Kvalita a mnozstvi nukleovych kyselin
bylo kontrolovano spektrofotometricky, pfipadné za pouZiti kapilarni elektroforézy Agilent

2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, USA).

3.10. Reverzni transkripce

Syntéza cDNA byla provedena pomoci kitu iScript (BioRad, Hercules, USA) z 1 pg
RNA. Metoda je zaloZena na vyuziti modifikovaného enzymu reverzni transkriptazy z viru
MMLV. Tento enzym syntetizuje komplementarni DNA k templatovému fetézci RNA za

pouziti oligo(dT) a ndhodnych hexamerovych primerd.

3.11. Kvantitativni PCR
Ke stanoveni exprese genu W71 v nadorovych a kontrolnich vzorcich byla pouzita
metoda kvantitativni PCR - qPCR (real-time quantitative polymerase chain reaction).

Kontrolnim genem byl gen pro kinazu ABL, jehoz exprese se povazuje za stabilni a fadi se do
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skupiny tzv. housekeeping gent (Boublikova et al., 2006). Reakéni smés obsahovala: forward
a reverse primery pro gen WTI, respektive pro gen ABL, kazdy o koncentraci 300 nM,
fluorescen¢ni detekcni sondu pro dany gen s fluorochromem 6FAM (6-carboxyfluorescein) a
zhaSeCem TAMRA (tetramethylrhodamine) o koncentraci 200 nM, Universal Master Mix
(Life Technologies), sterilni vodu a cDNA (10 % celkového objemu piepsané RNA). Reakce
probihala na pfistroji Applied Biosystems 7500 Fast Real-Time PCR System
(LifeTechnologies) za podminek viz Tab. 5.

Tabulka 5. Piehled pouzitych reakénich podminek a primert pro detekci celkového mnozstvi genu WT1.

Reakéni
Primery a sondy Sekvence koncentrace/ | Reakéni podminiky
MnoZstvi
WT1 Fwd (Ex6) 15uM | TAC ACA CGC ACG GTG TCT TCA | 300 nM 0,5 pl
50°C 2 min
WT1 Rev (Ex7) 15uM | CTC AGA TGC CGA CCA TAC AAG | 300 nM 0,5 pl 05°C 10
5° min
WT1 sonda (Ex6/7)5 | 6FAM-AGG CAT TCA GGA TGT GCG 200 nM
uM ACG TGT G-TAMRA 1ul
95°C  15s
Dalsi reaké¢ni slozky - MnozZstvi .
60°C  Imin
cDNA - 5pul i
(50 cyklu)
2x TaqMan Universal
- 12,5 pl
Master Mi
R 37°C  Smin
doplnéno do
H,0 - '
objemu 25 pl

Reakce stanovujici expresi genu WTI byly provedeny vzdy v triplikatech, reakce
stanovujici expresi kontrolniho genu ABL byly provedeny v duplikatech. Pocet kopii obou
gend byl stanoven za pomoci standardni fady kalibratord, k ¢emuz byly pouzity roztoky
plazmidd danych genti. Pro WT1 to byl nami vyrobeny plazmid se zaklonovanou ¢asti genu
WTI (Boublikova et al., 2006). Pro gen ABL byla pouzita komeréné dostupna fada kalibratort
(Qiagen GmbH). Vysledny pocet kopii W71 byl normalizovan ke kontrolnimu genu ABL
(WTI1 NCN - normalised copy number) dle nasledujiciho vypoctu:

WTI(NCN) = (kopie genu WT1 x 10 000) / (kopie genu ABL)
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3.12. Detekce exprese izoforem genu W71

Exprese izoforem genu WTI byla stanovena pomoci metody kvantitativni PCR —
qPCR. K absolutni kvantifikaci byly pouZity nami p¥ipravené kalibratorové plazmidy. Ctyfi
hlavni izoformy genu WTI se liS§i ptfitomnosti, ¢i absenci exonu 5; dalsim rozdilem je
ptitomnost, ¢i nepfitomnost fragmentu KTS. VSechny izoformy W71 byly detekovany zvIast'.
Detekované izoformy WT1I tedy byly nésledujici: A [EX5-/KTS-], B [EX5+/KTS-], C [EX5-
/KTS+] a D [EX5+/KTS+]. Reak¢ni systém pro detekci izoforem WTI genu byl vyvinut

v nasi laboratofi a je detailn€ popsan viz. Tab 6. a 7., dale téZ publikace (Kramarzova et al.,

2012).

Tabulka 6. Piehled pouzitych reakénich podminek pro detekci izoforem genu WT1

Primery a sondy Reakéni koncentrace/ MnoZstvi Reakéni podminky
WT1 Fwd 15 uM 600 nM 1pl 50°C 2 min
WT1 _Rev 15 uM 600 nM 1ul 95°C 10 min
sonda 5 uM 200 nM 1pl
Dalsi reakéni slozky MnoiZstvi 10 cykld postupné se snizujici teploty
cDNA 10 % objemu RT reakce (touchdown)
dNTP 10 mM 800 uM 2ul 95°C  15s
MgCl, 2mM 2 pul 67-62,5°C 1min
PCR pufr 10x 2,5 ul
Taq DNA polymeraza 40 cykla
(5U/ul) 40nM 0,1 pl 95°C 15
62°C  Imin
H,0 doplnéno do objemu 25 ul
37°C  Smin

Tabulka 7. Prehled pouZitych primert a sond pro detekci izoforem genu WT1.

Primery a sondy

Sekvence

Exon

EX5(-)_Fwd

GAG CCA CCT TAA AGG GCC A

pfechod exonu 4 na exon 6

EX5(+)_Fwd

ATG GAC AGA AGG GCA GAG CA

exon 5

KTS(-)_Rev

GCT GAA GGG CTT TTC ACC TGT A

ptechod exonu 10 na exon 9

KTS(+) Rev

CTG AAGGGCTTITTCACTT GTTTTAC

pfechod exonu 10 na KTS

WT1 _sonda

6FAM-AGG CAT TCA GGA TGT GCG ACG TGT

G-TAMRA

prechod exonu 6 na exon 7
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3.13. Detekce mutaci v genu WTI

Detekce mutaci v genu WT1 byla provedena pomoci kvalitativniho PCR s vyuzitim
specifickych primerii navrzenych na Gseky exont 7 a 9. Nasledné bylo provedeno Sangerovo
sekvenovani danych vzorki. Mutace v celé délce genu WTI byly téz hledany pomoci
sekvenacnich metod masivné paralelniho sekvenovani viz kapitoly 3.14 a 3.15. Reak¢ni
systém pro detekci mutaci genu WTI je detailn€ popsan viz. Tab. 8 a 9, déle téz v publikaci

(Gaidzik et al., 2009).

Tabulka 8. Piehled pouzitych primerti a sond pro detekci mutaci v genu WT1.

Primery Sekvence Exon
EX7 Fwd CTCCAGTGCTCACTCTCCCTC
EX7 Rev M13-CCTTAGCAGTGTGAGAGCCTG exon
EX9 Fwd M13-GTGAGGCAGATGCAGACATTG
EX9 Rev AGCCACGCACTATTCCTTCTC exon 9
Tabulka 9. Piehled pouzitych podminek pro detekci mutaci v genu WT1.
Primery Reakéni koncentrace/ MnoZstvi Reakéni podminky
Fwd 20 uM 10 nM 0,5 pl 95°C 10 min
Rev 20 uM 10 nM 0,5 pl
Dalsi reakéni slozky MnozZstvi
DNA 100 ng 40 cykla
dNTP 10mM 4 ul 95°C  10s
MgCl, 50mM 0,75 ul 57°C  30s
Platinum pufr 10x 2,5 ul 72°C  30s
Platinum Taq
polymeraza U102 pl 72°C 7min
H,0 doplnéno do objemu 25 pul

3.14. Detekce mutace v genu BRAF

Bodovéa mutace BRAF 1799T>A (V600E) byla detekovana a kvantifikovana pomoci
komer¢niho kitu TagMan Mutation Detection Assay (ThermoFisher Scientific). Mutace v celé

délce genu BRAF byly téz hledany pomoci sekvenacnich metod masivné-paralelniho

sekvenovani viz kapitoly 3.14 a 3.15.
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3.15. Amplikonové masivné-paralelni sekvenovani

Metodou amplikonového masivné-paralelniho sekvenovani bylo analyzovéno 27
pacientl, jejichz nadorovy material byl fixovan v podob¢ parafinovych blo¢ki (FFPE). Pro
toto sekvenovani bylo pouzito 40 ng DNA extrahované zkazdého vzorku FFPE po
zkontrolovani jeji kvality a integrity. Jako kontroly k témto vzorktim slouzily vzorky periferni
krve, které vzdy proSly stejnym procesem zpracovani i kontrolou kvality jako vzorky
z nadorové tkan€. Po izolaci DNA byly pfipraveny knihovny za pomoci kitu ITon AmpliSeq
Comprehensive Cancer Panel (ThermoFisher Scientific) dle instrukei vyrobce. Tento
sekvenéni panel umoziuje analyzu 400 gend (16 000 part primerd ve 4 poolech / PCR
reakcich na vzorek) podilejicich se na vzniku nadord. Kvantifikace mnozstvi a kvality DNA
probihala na platformach Qubit 2.0 Fluorometer/Qubit dsDNA BR Assay Kit a Agilent 2100
Bioanalyzer/Agilent High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies). Sekvenace probihala
na piistroji Ion Torrent pomoci sady lon PI Sequencing 200 Kit v2 a ¢ipu PI 318 (vSe
ThermoFisher Scientific). V tomto nastaveni se zakladni délkou ¢teni 200 bazi mlze byt k
dispozici az celkem 80 miliont ¢teni a 10 Gb dat na 1 sekvenaéni béh. VSechny postupy byly
provedeny podle pokynli vyrobce a podrobné protokoly jsou k dispozici na webovych

strankéach vyrobce.

3.16. Celoexomové masivné-paralelni sekvenovani

Celoexomovym sekvenovanim byly vySetfeny 4 nadorové vzorky s pfisluSnymi
kontrolnimi vzorky germinalni DNA (2 zperiferni krve a 2 zbunék zokoli tumoru).
Knihovny ze vzorki pacientti byly pfipraveny pomoci Nimblegen SeqCap EZ Human Exome
Library v2.0 (Roche, Basel, Svycarsko) podinaje 1 pg gDNA a sekvenovani probihalo na
ptistroji HiSeq 2500 (Illumina, San Diego, CA, USA). Tyto vzorky byly sekvenované v Atlas
Biolabs (Berlin, Némecko).

Dale byly na celoexomové trovni sekvenovany vsSechny bunééné linie. Sekvenace
téchto vzorkl byla provedena v naSi laboratofi. Knihovny byly pfipraveny pomoci kitu
SureSelectXT Human All Exon V6+UTR (Agilent), dle instrukci vyrobce. Koncentrace
pouzit¢ DNA byla 50 ng. Vzorky byly sekvenovany na piistroji NextSeq 500 (Illumina)
pomoci soupravy High Output Kit v2 (150 cykli) (Illumina) podle pokynti vyrobce. Byla
pouzita metoda parového &teni (n > 1,6 x 10° parovanych &teni) se stfednim skore kvality
(Phred) nad 30. Primérn¢ 92 % ptecteni (tzv. readll) bylo mapovano do cilovych usekt

(minimalng 72 %) s primérnym pokrytim 50 x.
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3.17. Transkriptomové masivné-paralelni sekvenovani

Touto metodou byly analyzované vSechny bunécné linie. Knihovny byly pfipraveny
pomoci kitu SureSelectXT RNA Reagent Kit (Illumina, San Diego, CA, USA) dle instrukci
vyrobce. Sekvenace byla provedena v nasi laboratofi na pfistroji NextSeq 500 (Illumina)
pomoci soupravy High Output Kit v2 (150 cykl) (Illumina) podle pokynt vyrobce. Primérné
pokryti bylo 121,44 (minimum 76,43) readt s mirou duplicity niz8i nez 60 %.

3.18. Imunohistochemické barveni proteini WT1 a p53

Ptitomnost proteintt WT1 a p53 byla detekovana na tkanovych preparatech fixovanych
v parafinovych bloc¢cich za pouziti imunohistochemického barveni nasledujicimi protilatkami:
myssi monoklonalni protilatka proti proteinu p53 klon DO-7 (DAKO, Glostrup, Déansko) a
mysi monoklondlni protilatka proti proteinu WT1 klon 6F-H2 (DAKO). Pro vizualizaci byla
nasledné pouzita krali¢i sekundarni protilaka a kit REAL EnVision — HRP, Rabbit/Mouse,
DAB+ (DAKO). Hodnoceni probihalo na mikroskopu Olympus BX51; objektivy UPlanFLN
10x/0.30 (100x), 20x/0.50 (200x — pouzito pii fotodokumentaci) a 40x/0.75 (400x) (Olympus,
Tokyo, Japan). K fotodokumentaci byla pouzita kamera JVC KY-F1030 (JVC, Long Beach,
CA, USA). Toto barveni danych proteinti bylo provedeno ve spolupracujici laboratofi, ktera

nam dodala vysledné materidly ke zhodnoceni a korelaci s klinickymi daty pacientti.

Skorovaci systém pro vyhodnocovani preparatii pro detekci proteinu p53:
0 negativni nebo pozitivita v <10 % bunck

1 10-29 % pozitivnich bun&k

2 30-49 % pozitivnich bun¢k

3 50 a vice % pozitivnich bunék

3.19. Analyza a statistické zpracovani dat

Vysledky z provedenych experimentl byly statisticky hodnoceny pomoci programu
Excel (Microsoft, Redmons, WA, USA), Prism (Graf Pad, La Jolla, CA, USA) a programu R
(Vienna, Rakousko). Data ziskand Sangerovym sekvenovanim byla vizualizovana a
hodnocena v programu Mutation Surveyor 4.0 (SoftGenetics, State College, USA). Vyznam a
interpretce nalezenych variant SNVs byly provedeny pomoci webovych aplikaci GeneCards
(https://www.genecards.org/) a Ensembl Genome Browser (http://www.ensembl.org/).

Ke statistickému zpracovani vysledki MTS testu byl pouzit statisticky bali¢ek
k programu R (drc package) (Ritz et al., 2015).
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Statistické analyzy exprese genu W71 a jeho izoforem, exprese proteinu WT1 a p53 a
mutaci genu BRAF byly provedeny za pouziti neparametrickych statistickych testd (Mann-
Whitney nebo Kruskal-Wallis), dale pomoci Chi-square a Fisher’s exact test.

Primarni data vznikla amplikonovym sekvenovanim byla nejprve analyzovana pomoci
softwaru Torrent Suite (ThermoFisher Scientific) - souhrnné vysledky, srovnéani s lidskym
referenénim genomem (hgl19) (BWA) (Li and Durbin, 2010), kontrola kvality (QC), analyza
pokryti a vyvolani variant. Software Ion Reporter (ThermoFisher Scientific) a Ingenuity
Software (Qiagen) byly pouzity pro anotaci variant, filtrovani tzv. post-call variant a
hodnoceni funkénich a klinickych dopadd. Varianty byly vizualizovany v Integrative
Genomics Viewer (IGV) (Broad Institute, Cambridge, MA, USA) (Robinson et al., 2011).
Krom¢ toho byly priméarni i druhotné tdaje QC (vcetné pokryti) podrobné pifehodnoceny
pomoci programu FastQC (Babraham Bioinformatics, Cambridge, UK) (Babraham
Bioinformatics - FastQC A Quality Control tool for High Throughput Sequence Data) a
Qualimap (Max Planck Institute for Infection Biology, Berlin, Germany) (Okonechnikov,
Conesa and Garcia-Alcalde, 2016). Byly detekovany kratké varianty (jednoduché
nukleotidové varianty - SNV, kratké inzerce ¢i delece) a variace poctu kopii (CNV, které jsou
chapany jako varianty v poctech dlouhych deleci nebo amplifikaci).

Pro jednu ¢ast projektu byly analyzovany SNVs ve vybranych genech WT1, TP53,
MDM?2, ATM, KRAS, NRAS, HRAS, BRAF a KIT. Vsechny vyfiltrované varianty musely
projit QC a splnit nasledujici filtra¢ni kritéria: varianty pfitomné pouze ve vzorcich nadoru a
nevyskytujici se v parové kontrole; minimalni pocet read variantni alely > 5; frekvence
variantni alely > 0,1; efekt variantni alely - missense (zafadi se jind aminokyselina a mtze tak
byt zménéna az znemoznéna funkce genového produktu), nonsense/stop (vznik nového stop
neboli terminaéniho kodonu), posun radmce a neznamy; klinicky uc€inek - patogenni,
pravdépodobné patogenni; a pocet nactenych alel v parové kontrole > 5.

Pti dalsi, tentorkat souhrnné analyze vSech dat z amplikonového sekvenovani byla
pouzita nasledujici filtracni kritéria: minimalni frekvence readt variantni alely > 0,2
v nadorovém vzorku a < 0,03 v parové kontrolni DNA ze zarode¢né linie, ostatni filtry stejné
jako v predchozim ptipadé.

Vsechny varianty identifikované softwarovymi néstroji byly manualné zkontrolovany
v IGV na jejich pfitomnost ve vzorcich nadoru (odecCty obou fetézcl), nepfitomnost v
kontrolnich vzorcich, frekvence, kvalita a kontext sekvence (napft. ptitomnost homopolymert)
a v8e, co nesplnilo tato kritéria a/nebo by mohlo byt vysledkem technické chyby, bylo

z dalSich analyz vylouc¢eno. Potvrzené varianty byly nakonec opét porovnany s databazi SNP
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(dbSNP, Narodni centrum pro biotechnologické informace, Bethesda, MD, USA) a katalogem
somatickych mutaci pro nadory (COSMIC, Wellcome Trust Sanger Institute, Cambridge,
Velké Britanie), aby bylo zjisténo, zda jiz byly popsany a jaky je jejich odhadovany vyskyt v
populaci a role pfi vzniku nadoru. CNV byly vyhledavany pomoci algoritmu Hidden Markov
Model s nizkou citlivosti a vyssi spolehlivosti (> 10,0).

Pro sekvenovani WES byly déle hodnoceny pouze vyznamné varianty, které vyhovély
filtraénim kritériim: pocet kvalitnich readli variatni alely > 5; frekvence variantni alely v
kontrolnich vzorcich (zarode¢na linie nebo cisplatina neexponované) < 0,03; frekvence
variantni alely ve studovanych primarnich nadorovych vzorcich > 0,30 a v CDDP-
exponovanych bunéénych liniich > 0,80; synonymni varianty byly vylouc¢eny). Identifikované
varianty byly potvrzeny jako jedinecné pro CDDP-exponované builky kontrolou jejich
nizké/zadné pritomnosti v CDDP-neexponované linii dlouhodobé péstované v paralelni
kultufte.

Nadorova muta¢ni ndloz (TMB) byla vypoctena jako pocet filtrovanych (SNV) (> 5,
frekvence variant > 0,05, vylou¢eny synonymni varianty), vztazenych na délku pokrytych
exontl.

Varianty poctu kopii byly ptedpovézeny z dat WES pomoci soupravy CNV (Talevich
et al., 2016) s normalizaci na sdruzené kontrolni vzorky sekvenované na stejném pfistroji
pomoci stejnych souprav pro pfipravu knihovny. Pro vSechny vzorky byly vypocteny
predikované segmentové zmény a pro dalsi srovnani byly vybrany segmenty s predikovanou

CN odlisnou od 2. Vybrané oblasti byly vyneseny do diagrami pro vSechny vzorky.
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4. Vysledky

4.1. Priprava testikularnich germinalnich bunéénych linii rezistentnich na cisplatinu

a analyza jejich vlastnosti

4.1.1. Rezistence testikulirnich germinalnich bunécnych linii na cisplatinu

Po 20 mésicich kultivace s intermitentni expozici cisplatin€ se u dvou nami
pestovanych bunécnych linii (CDDP-exponované) podafilo dosdhnout snizeni citlivosti na
cisplatinu, kterd dosahovala desetindsobku hodnoty ICsy dané plivodni linie (CDDP-naivni).
Jednalo se o linie NCCIT a T-Cam. U tfeti z péstovanych testikularnich germinalnich linii se
béhem kultivaéniho obdobi 15 mésici nepodafilo vyvinout snizeni citlivosti na toto
cytostatikum vétsi nez 1,5 nasobek hodnoty ICsy zmétené u pivodnich CDDP-naivnich
bunck. VSechny naSe dalsi pokusy o zvySeni koncentrace pouzivaného cytostatika mély na
tuto bunécnou linii letalni efekt (Obr. 5 a Tab. 10). Pro dalsi pokusy v rdmci této prace byly
vyrobeny alikvoty bun¢k obou typti (CDDP-naivni a CDDP-exponované) pro vSechny
bunécné linie (NCCIT, Tera-2 a T-Cam). Alikvoty byly déle pouzivany pro dalsi pokusy za
podminek bez pfitomnosti cisplatiny (neni-li pro dany pokus uvedeno jinak), kdy citlivost na
cisplatinu byla pravidelné¢ ovéfovana. Bunééna linie T-Cam byla v procesu studia vyfazena
z dalSich zavéru a analyz, jelikoZ béhem ovéfovani identity a stanovovani dalSich vlastnosti

bunécnych kolonii se nepotvrdila jeji identita (viz Metody).
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Obrazek 5: Konecna citlivost testikularnich bunécnych linii na cispatinu meéfend MTS testem po 72 hodinach
kultivace v pfitomnosti cisplatiny: (A) CDDP-naivni (NCCIT) a CDDP-exponované (NCCIT CDDP) bunééné
linie; (B) CDDP-naivni (Tera-2) a CDDP-exponované (Tera-2 CDDP) bunécné linie. Zobrazena data pochazeji
ze 4 nezavislych experimenti pro kazdou bunécnou linii, kazdy z experimentti obsahuje triplikaty nebo

Sestiplikaty
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Tabulka 10. Pfehled hodnot ICsy pro CDDP-naivni a CDDP-exponované bunééné linie NCCIT a Tera-2.
(odhadovand hodnota ICsy a smérodatnd odchylka je vypoctena ze 4 nezavislych experimenti pro kazdou
bunécnou liniif, kazdy z experiment obasahuje triplikaty nebo Sestitplikaty). Statisticka signifikance vysledkt
vyplyva z neptekryvajicich se intervall nejniz§ich a nejvyssich odhadovanych hodnot ICs, pro danou bunécnou

linii

smérodatna nejnizsi nejvyssi
Buné¢na linie odhadovana ICs,
odchylka odhadovana ICs, odhadovana ICs,
NCCIT 32 0,7 1,7 4,7
NCCIT_CDDP 314 9,7 11,7 51,1
Tera-2 2,2 0,5 1,2 3,1
Tera-2 CDDP 3 0,6 1,9 42

4.1.2. Analyza bunécéného cyklu, proliferace a apoptézy u CDDP-naivnich a CDDP-
exponovanych bunéénych linii

Za Ucelem studovani a srovnani vlastnosti pivodnich CDDP-naivnich a dlouhodobé
CDDP-exponovanych bunécnych linii jsme v ramci tohoto experimentu pii kazdé bunécné
pasazi po dobu 14 dnii vzdy stanovili pocet zivych bunék. Z takto ziskanych dat se ukazalo,
ze proliferace CDDP-exponovanych bun¢k byla vzdy pomalej$i neZ u pivodnich CDDP-
naivnich linii. Buniky linii Tera-2 (CDDP-naivni i exponované) proliferovaly vzdy pomaleji
nez bunky linie NCCIT (Obr. 6).

Za Ucelem dalSiho studia vlastnosti ndmi ziskanych bunéénych linii jsme provedli
cytometrickd méfeni po pfedchozim barveni pyroninem Y a Hoechst33342 (Obr. 7) a EAU
(nukleotidovy analog; Obr. 8).

Z takto provedenych pokusti jsme u linie NCCIT pozorovali, ze vice CDDP-
exponovanych bunék zlstava v G1 fazi bunécného cyklu (p = 0,05) a zarovenn méné bunck se
nachazi v S fazi bunécného cyklu (p = 0,01) v porovnani s CDDP-naivnim protéjskem téchto
bun¢k. Zarovenn mély tyto buiitky velice dobrou viabilitu a i po jejich kultivaci s cisplatinou po
dobu 72 hodin se u CDDP-exponovanych bunék neprojevovaly znamky apoptdzy (p = 0,05).
U CDDP-naivnich klont se situace vyznamné liSila a jejich viabilita po vystaveni cytostatiku
vyrazng klesla. U druhé bunécné linie Tera-2 byla pozorovana podobna avSak méné vyrazna
odezva buné€k na cytostatikum. Tyto vysledky koreluji s vysledky MTS testu provedené¢ho na
stejnych bunécnych populacich (Obr. 5 a 9).
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Obrazek 6: Bunécna proliferace béhem 14 denniho kultivaéniho experimentu vyjadiend jako absolutni pocet

vsSech zivych bunék.
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Obrazek 7: Bunécny cyklus po cytometrickém meéfeni a barveni pyroninem Y a Hoechst33342.
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Obrazek 8: Bunécny cyklus po cytometrickém meéfeni a predchozi bunécnou kultivaci s nukleotidovym

analogem EdU.
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Obrazek 9: Analyza apoptéozy po 72 hodinové expozici cisplatin® a bez cisplatiny a nasledné

cytometrickém méfeni.
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4.1.3. Analyza bunéénych linii celoexomovym sekvenovanim

V CDDP-exponovanych bunikich NCCIT (NCCIT CDDP) jsme obecné pozorovali
narast ziskanych variant. Bylo zjisténo 21 mutaci typu missense nebo posunu ¢teciho ramce
(frameshift), pficemz u CDDP-exponovanych bun¢k Tera-2 (Tera-2-CDDP) bylo ve srovnani
s pivodni linii zajisténa pouze jedna takova mutace v genu OPNILW a to v9l %
sekvenacnich prectenich. Mutace nové detekované u NCCIT _CDDP bunék se nachazely
v genech hrajicich roli v mnoha dualezitych bunénych procesech jako naptiklad
v mechanismech podilejicich se na opravé poskozené DNA (gen BCOR) ¢i v remodelaci
chromatinu (geny BRWD3 a ATRX), dale také v signalnich (geny MAP3K4 a COMP) a
metabolickych (geny SLC22A42, HPSE) drahach. Dalsi zaberaci zasahovala do drahy
podilejici se na epitelialni-mesenchymadlni rovnovaze (gen KDR). Zajimavym zjiSténim byl
nalez tii rGznych missense mutaci v genu ATRX ziskanych béhem snizovani citlivosti na
cisplatinu. Dvé z nich byly pfitomny ve 100 % sekvenacnich ptfectenich a tfeti byla pfitomna

v 95 % z ptecteni (Tab. 11).
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Tabulka 11. Varianty detekované celoexomovym sekvenovanim u CDDP-exponovanych a nepfitomné u

CDDP-naivnich bunéénych linii.

Chr Pozice ref | var frely gen typ var funkce
var

NCCIT_CDDP

chrl3 [ 114307689 G | T 94 % ATP4B intron P-typ kation-transportni ATPaza
chrX | 76777763 | G | T 95 % ATRX missense chromatin remodelujici enzym
chrX | 76938527 | C | A 100 % ATRX missense chromatin remodelujici enzym
chrX | 76938528 | C | A 100 % ATRX missense chromatin remodelujici enzym
chrX | 39933413 | C | A 89 % BCOR missense transkrip¢éni korepresor
chrX | 79980448 [ C | T 100 % BRWD3 | missense histon vazajici faktor

chr19 | 18899229 | T | A 84 % COMP missense protein extracelularni matrix
chrd | 101344524 | AG | A 91 % EMCN | frameshift mucinu podobny sialoglykoprotein
chrll | 124794933 | CG | C 81 % | HEPACAM | frameshift molekula podilejict se na bunsens

adhezi

chrd | 84240519 | C | A 94 % HPSE missense remodelator extracellularni matrix
chrd | 55984870 | T | A 85 % KDR missense receptor tyrosine kindzy

chr6 | 1614554151 A | G 93 % MAP3K4 | missense MAPK kindza

chr4 | 170384486 | C | CA 95 % NEK] frameshift serin/threonin kinaza

chrX | 101092554 | G | T 88 % NXF5 missense exportni faktor jaderné RNA
chrX | 38146319 [ C | T 98 % RPGR missense guanin nukleotid vyménny faktor
chrl9 | 46299131 | T | G 81 % RSPH6A | missense neznama funkce ve spermatickych b.
chrd | 83788367 | T | A 88 % SEC314 missense protein transportér

chré | 160679609 | G | T 95 % SLC22A42 | missense transportér kationtd

chrX | 69772065 | C | A 92 % TEXI1 missense regulator rekombinace

chr4 | 6302537 G| C 98 % WFS1 missense transporter kationti

chrl7| 6673969 [ G | T 93 % XAF1 misense regulator apoptodzy

chr7 | 50097636 | G | T 83 % ZPBP missense zona pellucida vazaci protein
Tera-2_CDDP

chrX | 153418437 C | A 91 % OPNILW | missense fotopigment

chr: chromozom, poz: pozice, ref: reference, var: varianta, frekv var.: frekvence varianty, var typ: typ

varianty

4.1.4. Analyza bunéénych linii na drovni transkriptomu
U CDDP-naivnich versus CDDP-exponovanych bunéénych linii bylo vybrano 50 genti
s nejvice se liSici expresi pomoci metody unsupervised hierarchical clustering. Takto bylo

nalezeno né¢kolik transkripcnich faktorti souvisejicich se vznikem nadort, jako jsou napf.
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PAXS5, DAB2, SPINT2, TFDPI. Déle se vyrazné liSila i exprese histon methyltranferazy
NSDI. Rozdilna exprese byla téz detekovana u genll regulujicich bunécnou proliferaci
(DLK1), bunécnou signalizaci (CNKSRI, CNFSRI, APCDDI, EPYC), metabolismus (GAD?2,
ANPAP, PPARGCIA), bunécny pohyb a adhezi (CDHI, POSTN). Rozdily v expresi byly
zjistény 1 u genu PYCARD hrajiciho vyznamnou roli v procesu apoptoézy a vzniku zanétlivé
reakce. Detekovali jsme rozdily v expresi i u dvou tzv. homeoboxovych gent SIX6 a EN2

(Obr. 10).
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Obrazek 10: Hierarchické rozdéleni 50 nejrozdilnéji exprimovanych genti u CDDP-naivnich a CDDP-

exponovanych bunéénych linii.
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V prubéhu hodnoceni dat vzniklych transkriptomovym sekvenovanim byla provedena analyza
faznich transkripti gend. Timto zptsobem byly u NCCIT CDDP i kontrolnich NCCIT bunék
nalezeny dva fUzni transkripty a to SBF2/RNF141 a EML4/MTA3, které vznikly deleci a
tandemovou duplikaci. Existence téchto fuzi byla nésledné oveéfena 1 Sangerovym
sekvenovanim. V ptipad¢ bunécéné linie Tera-2 byly nalezeny tfi fuzni transkripty, a to opét
jak u CDDP-exponovanych, tak i CDDP-naivnich bun¢k. Dva znich (SPG7/CDHIS5 a
ZNHIT6/COL24A4) vznikly v disledku tandemové duplikace v kodujici sekvenci genu,
zatimco v ptipadé treti fuze (ZNF160/ZNF415) byl kodujici tsek genu translokovan do 5°

nekodujici ¢asti jiného genu (Tab. 12).

Tabulka 12: Fuzni geny detekované u bunéénych linii NCCIT a Tera-2, pfitomné u obou populaci CDDP-

exponovanych, tak i CDDP-naivnich bun¢k.

Bunécéna
Gen 1 Gen2 Pozice 1 Pozice 2 Druh faze
linie
delece bez posunu
SBF2 RNF141 chr2(42472827) chr2(42836598) ¢teciho ramce
NCCIT (in-frame)
amplifikace
EML4 MTA3 chr11(10215449) chr11(10546920)
(tandemova duplikace)
amplifikace
SPG7 CDHI5 chrl6 (89614520) chr16 (89251580) )
(tandemova duplikace)
amplifikace
Tera-2 ZNHIT6 | COL244 chrl (86167839) chrl (86315088)
(tandemova duplikace)
amplifikace
ZNF160 | ZNF415 chr19 (53606517) chr19 (53613160)
(tandemova duplikace)

4.1.5. Analyza zmén v poctech genovych kopii (CNV) u testikularnich germinalnich

bunécnych linii

V pribéhu analyzy dat ziskanych celoexomovym sekvenovanim byly zhodnoceny a
porovnany zmeény v poctech genovych kopii mezi CDDP-exponovanymi a CDDP-naivnimi
bunéénymi liniemi. Takto ziskana data uk4dzala mnohocetné zmény v poctech genovych kopii
u vSech analyzovanych bun¢k. Mimo pro TGN typické zmény CNV — trizomie kratkého
raménka chromozomu 12, byly nalezeny i rekurentni zmény poctu genovych kopii na
chromozomech 1, 20, 21 a X. Déle byly v souvislosti s CDDP rezistenci u NCCIT nalezeny i
dal$i nové zmény na chromozomech: 1, 4, 8,9, 10, 13, 17, 18 a X (Obr. 11).
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Obrazek 11: CNV u CDDP-exponovanych a CDDP-naivnich bunéénych linii. Vizualizace na zaklad¢ datové
analyzy WES sekvenacnich dat, které byly normalizovany a porovnany se souborem vsech kontrolnich vzorka
po jeho sjednoceni (tzv. poolovani). Segmentalni zmény v poctech genovych kopii jsou znaceny oranzovou
linkou, normalni pocet kopii je znacen Sedou linkou.(A) CDDP-naivni NCCIT buiiky, (B) CDDP-exponované
NCCIT buiiky, (C) CDDP-naivni Tera-2 buniky, (D) CDDP-exponované Tera-2 bunky.

4.1.6. Stanoveni mutacni zatéZze (TMB)

Stanoveni mutacni zatéze u CDDP-exponovanych a CDDP-naivnich bunéénych linii
ukdzalo mirn€ zvySeny pocet variant u bunc¢k péstovanych v pfitomnosti cisplatiny
v porovnani s pivodnimi bunéfnymi liniemi. Nebyl zjistén vyznamny rozdil v poctu
ziskanych variant mezi NCCIT CDDP-naivnimi a Tera-2 CDDP-naivnimi, ani mezi NCCIT
CDDP-exponovanymi a Tera-2 CDDP-exponovanymi bunéénymi liniemi. v rdmci riznych

bunécnych linii NCCIT a Tera-2 (Tab. 13).

Tabulka 13: Muta¢ni zatéz u buné¢nych linii NCCIT a Tera-2

Bunééna CDDP-naivni CDDP-exponovanymi Pomér
linie [varianty/1Mbp] [varianty/1Mbp]
NCCIT 139.5 152.5 1.09
Tera-2 143.8 152.3 1.06

4.2.  Analyza klinickych vzorku pacienti s TGN

4.2.1. Celkova exprese genu WTI u germinalnich nadoru varlat

Hladina exprese mRNA genu WT/ byla ve vSech pacientskych germinalnich
nadorovych vzorcich signifikantné nizs$i v porovnani s kontrolnimi vzorky, pfi¢emz u
seminomovych nadorii byla tato exprese nizsi neZ u neseminomu. Hladina exprese W71 v
kontrolnich vzorcich byla tedy vzdy vys$$i a v uzSim rozmezi naméfenych hodnot u obou
druhti pouzitych kontrol. U malignich negermindlnich nadori varlat byla exprese genu WT1I
srovnatelna s hladinami zmétenymi u TGN, predev§im u neseminomi. Stromalni testikuldrni
nadory vykazovaly vysokou hladinu exprese genu W71 (Obr. 12). U dostupnych parovych
vzorkll pochazejicich z nadoru a kontroly stejného pacienta byl namétfen vzdy konstantni
rozdil kolem 1 tadu (Obr. 13). Z dalSich nasich méfeni bylo zjisténo, Ze hodnoty exprese WT1

se vyznamn¢ neménily v ramci vzorkl pochazejicich z riznych oblasti tumorové tkané, ani se
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vyznamné neliSily mezi rGznymi nenadorovymi kontrolami. Nebyla zjiSténa korelace mezi
expresi WT1 a dalSimi klinickymi daty pacientl jako napiiklad v€k ¢i klinické stadium

onemocnéni.
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Obrazek 12: Celkova exprese mRNA WT/. Porovnani mezi seminomy, neseminomy, stromalnimi tumory a

okolim tumoru, nemalignimi kontrolami a jinymi tumory. Statisticka signifikance ( *** < 0,0001)
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Obrazek 13: Celkova exprese WT1. Porovnani mezi TGN a okolim tumoru.
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4.2.2. Zména expresniho vzorce izoforem genu W71

V ramci stejné pacientské kohorty byla téz hodnocena exprese 4 hlavnich izoforem
genu WTI. U kontrolnich vzorkii byl patrny ustdleny vzorec exprese izoforem WTI bez
ohledu na druh kontrolniho materialu. U takto zméienych kontrol byla prokazana zvysena
exprese izoforem, které obsahovaly exon 5. Nejvice exprimovana byla izoforma D a dale
izoforma B. Na druhé stran¢ nizkd exprese byla vzdy pozorovana u izoforem A a C, které
neobsahuji exon 5. Tento vzorec byl velice odlisny od vSech germinalnich nadorti, kde byla
oproti kontroldm detekovéna relativné zvySend exprese izoforem A a C. Podobné expresni
vzorce izoforem genu WTI byly u dalSich nadort varlat, a to i testikuldrnich stromalnich
nadort a téz u testikularnich germindlnich bunécnych linii. Naopak, pomér izoforem
obsahujicich fragment KTS byl velmi stabilni ve vSech typech vySetfovanych vzorkl (Obr.
14,15 a 16).
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Exprese celkového WT1 a izoforem WT1
v klinickych vzorcich TGN a v kontrolnich vzorcich
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Obriazek 14: (A) Celkova exprese genu WTI a izoforem WTI. Porovnani mezi seminomy, neseminomy,
stromalnimi tumory, okolim tumoru a nemalignimi kontrolami. (B) Pro porovnani zjisténé exprese v bunénych

liniich TGN.
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Exprese EXS5 pozitivnich/EX5 negativnich izoforem WT1
u nadorovych vzorka TGN a kontrol
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Obrazek 15: Exprese WT1 vyjadiena pomérem EX5+ (izoformy B a D) / EX5- (izoformy A a C) izoforem WT1I.
Porovnani mezi seminomy, neseminomy, stromalnimi tumory a okolim tumoru, jinymi nadory a nemalignimi

kontrolami. Statisticka signifikance (*** < 0,0001).
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Exprese KTS pozitivnich/KTS negativnich
izoforem WT17 u nadorovych vzorka TGN a kontrol
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Obrazek 16: Exprese WT1 vyjadiena pomérem KTS+ (izoformy C a D) /- (izoformy A a B) izoforem WTI.
Porovnani mezi seminomy, neseminomy, stromalnimi tumory a okolim tumoru, nemalignimi kontrolami a

jinymi nadory. Statisticka signifikance (p > 0,05).

4.2.3. Mutacni analyza genu WTI

U TGN pacientil byla pomoci Sangerova sekvenovani vysetfena pfitomnost mutaci v
exonech 7 a 9 genu WTI, které jsou povazovany za useky s nejcastéjSim vyskytem mutaci
(hot spots) tohoto genu. U Zadného z vySetfenych pacientli nebyla pfitomna mutace v genu
WTI. U 16 (33 %) pacientii byl pfitomen jednobazovy polymorfismus rs16754 au 1 (2 %)
pacienta byla prokazana pfitomnost polymorfismu v intronové oblasti genu rs5030274 (Tab.
14). Ani u jedné z téchto dvou variant neni znama klinicka signifikance a neprokazala se ani
asociace s klinickym stavem daného pacienta.

V ramci sekvenovani NGS byla pfitomnost mutaci v celé délce genu W71 detekovana
v 50 % vzorkd, ale snizkou frekvenci (kterd mlzZe byt pod hranici detekce Sangerova

sekvenovani).
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Tabulka 14: Vysledky muta¢ni analyzy genu W71

Sangerovo sekvenovani exonti 7 a 9 Sekvenovani nové generace (NGS)
(48 nadorovych vzorki) (27 nadorovych vzorki)
detekovany pouze SNPs mutace ptitomny u 50 % vzorki
rs16754 — synonymni u 16 vzorkt (33 %) (ale v ramci kazdého vzorku s nizkou
r$s5030274 — v intronové oblasti u 1 vzorku (2 %) frekvenci zastoupeni — do 10-20 %)

4.2.4. Exprese proteinu WT1
Exprese proteinu WT1 byla detekovana imunohistochemicky ve vzorcich TGN a

kontrol fixovanych v parafinovych bloccich. Protein WT1 byl prokazatelny v kontrolach, ale
v bunitkdich TGN nebyla exprese proteinu WT1 detekovatelnd (Obr. 17). Ve vzorcich

stromdlnich nadorti byla exprese proteinu WT1 detekovatelnd v zavislosti na diferenciaci

bunék tvoficich nador.
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Obrazek 17: Imunohistochemické barveni proteinu WT1. (A) Normdlni testikuldrni tkan - protein WT1 je
pritomen v intersticialnich buiikach semenotvornych kandlkl (Cernd Sipka) i v intersticidlni tkani kolem cév
(Cervena Sipka), pfedevsim v intranuklearni lokalizaci; (B) Reprezentativni vzorek TGN — v jadrech bun¢k TGN

neni ptfitomnost proteinu WT1 detekovatelna. Slaba pozitivita mize byt pozorovana v intersticialni tkani.
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4.2.5. Exprese proteinu p53

U vétsiny vzorkli TGN byla zjisténa nizka hladina exprese p53. Jen u jedné Ctvrtiny
znador( byla zjisténa signifikantné zvySena exprese tohoto proteinu, pfiCemz tato zvySena
hladina byla z velké vétSiny u neseminomii. Metastatické vzorky vykazovaly nizkou expresi
pS3, kdy bylo ziejmé snizeni hodnot exprese pS3 mezi primarnim vzorkem tumoru a jeho
metastazou (Obr. 18 a 19). Rozdily v expresi p53 nebyly signifikantné potvrzeny mezi
pacienty v remisi a pacienty u nichz nastal relaps TGN (Obr. 20).

Exprese proteinu p53 u TGN
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Obrazek 18: Exprese proteinu p53 v primarnich seminomech a neseminomech a v metastatickych vzorcich

TGN. Statisticka signifikance (**<0,001 ***<0,0001).
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Exprese proteinu p53 u TGN
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Obrazek 19: Exprese proteinu p53 v primarnich a metastatickych vzorcich TGN. Statisticka signifikance (p =
0,032).
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Obrazek 20: Exprese proteinu p53 u pacientd v remisi a u pacientl po relapsu onemocnéni (p > 0,05).
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4.2.6. Mutacni analyza genu BRAF

Jednobodova mutace 1799T>A (V600E) v genu BRAF byla prokazana u 2 (1 %) z 210
vysetienych vzorkili pacienti s TGN, pfitomnost mutace byla potvrzena Sangerovym
sekvenovanim. V jednom z piipadil se jednalo o seminomovy a v druhém o neseminomovy
nador, pfi¢emz ani u jednoho z pacientll nedoslo k relapsu onemocnéni.

V kohorté¢ pacientli analyzovanych pomoci sekvenovani NGS nebyla tato mutace

detekovana, ale byly detekovany jiné€ varianty v tomto genu — viz kapitola 4.2.8.

4.2.7. Analyza mutaci u pacientskych vzorkii pomoci masivné-paralelniho sekvenovani

U tfi ze Ctyt pacientskych vzorkil osekvenovanych celoexomovym sekvenovanim byly
nalezeny ziskané somatické genové aberace s potencialné€ patogennim vyznamem. U pacienta,
ktery zemfel v disledku progradujiciho germindlniho nadoru bylo nalezeno 6 missense
mutaci, znichZ jedna byla pfitomna ve vysoké frekvenci (45 % vSech readl) v kodujici
sekvenci genu TFAP2C, a dalsi v genu TRERFI (30 % vSech readll). Ve vzorku dalSiho
z pacientll byla nalezena stop/gain mutace v sekvenci genu DOHH, metaloenzymu hrajiciho
roli v metabolismu lysinu. U posledniho z takto osekvenovanych pacientii bylo nalezeno 7
missense mutaci véetné mutace v genu RIN/ ulastniciho se signdlni drdhy RAS, FOXGI
ucastniciho se signalni drahy FOXO, a v sekvenci genu DMRTAI kodujiciho transkripéni
faktor (Tab. 15).
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Tabulka 15: Varianty detekované celoexomovym sekvenovanim u pacientskych vzorkti TGN.

var

ID chr poz ref | var var typ gen funkce
frekv
pt2 | chrs 94620080 G T 33% missense MCTPI transportér kationtil
pt2 | chr5 | 156566309 | A T 32% missense MED7 transkrip¢ni koaktivator
pt2 | chrl7 | 79650826 G T 30 % missense ARLI6 bunécény antivirovy protein
pt2 | chr6 | 42227382 C T 30 % missense TRERFI transkrip¢ni faktor
pt2 | chr20 | 55206264 C T 45 % missense TFAP2C transkrip¢ni faktor
pt2 | chr7 | 45123888 C T 41 % missense NACAD | bunény antivirovy protein
pt3 | chrl9 | 3491580 G T 30% | stop/gained DOHH metaloenzym
pt4 | chr3 42982835 G T 38 % missense KRBOXI represor transkripce
pt4 | chrll | 66101644 G T 38 % missense RINI RAS efektorovy protein
t4 | chrll | 121323287 | G T 38 % missense SORLI roteinovy transportér

p p y P
pt4 | chrl9 | 47259048 C G 35 % missense FKRP transferaza
pt4 | chr3 | 27762912 G T 33% missense EOMES transkrip¢ni faktor
pt4 | chr9 | 22447573 G T 30 % missense DMRTAI transkrip¢ni faktor
pt4 | chrl4 | 29236541 G T 30 % missense FOXGI transkrip¢ni faktor

chr: chromozom, poz: pozice, ref: reference, var: varianta, var frekv: frekvence varianty, var typ: typ

varianty

V souboru obsahujiciho data z amplikonového sekvenovani byl jako gen mutovany u
nejvyssiho poctu pacientt identifikovan gen NSD/ (mutovan u 9 z 27 pacientt — 33 %). Tento
gen koduje histonovou methyltransferdzu. Dal§i gen pro methyltransferazu SE7TD2 byl
mutovan u 3 z 27 (11 %) pacientll. Varianty v dalSich tfech genech (FANCA, IL2IR a JAKI)
byly nalezeny u vice nez dvou pacientii. Mutace detekované s nejvyssi frekvenci variant (91-
100 %) tj. v homozygotnim stavu byly nalezeny v genech ATRX, ARID2, FANCA, MDM?2,
PDGFRA, NSDI1, SETD2 a TSHR. U jediného pacienta s progredujicim nadorem, ktery
v tomto souboru na TGN zemtel, bylo nalezeno nejvice mutaci (celkem 15) (Tab. 16).

Pfi porovnani vysledkli sekvenovani u bunétnych linii a pacienti s TGN byl gen
ATRX jediny, jehoz aberace byly pfitomné u obou typi analyzovanych vzorkli. Varianty
v tomto genu kodujicim chromatin-remodelujici enzym byly nalezeny u 2 pacientli a zaroven
byly vjeho sekvenci nalezeny 3 homozygotni varianty nabyté nové v procesu ziskani
rezistence na cisplatinu v CDDP-exponovanych NCCIT bunkéch (Tab. 12). Hodnoceni poctu
jednobazovych variant v zéavislosti na klinickém stddiu onemocnéni ukdzala na moZznou
souvislost mezi vysokym poctem aberaci a progresi TGN. Na druhou stranu nebyly

pozorovany rozdily v zavislosti na histologickém typu TGN (Obr. 21 a 22).
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Tabulka 16: Varianty detekované amplikonovym sekvenovanim u pacientskych vzorki TGN.

missense
91-100%
51-90%
20-50%
stop X

sample/gene

LOC100131635:BCL6

ARID2
ATR
ATRX
BCL11B
BIRC2
cAscs
cMPK1
CTNNAL
EGFR
EP400
EPHA7
ERBB2
ERG
FANCA
FN1
GNAQ
HIF1A
IL21R
JAK1
KT
KMT2A
KMT2C
KRAS
LIFR
MAGIL
MAML2
MAP2K1
MDM2
MLLT10
MSH6
MTRR
MYB
MYD88
MYH11
MYH9
NAFLTL
NCoA?2
NFKB2
INOTCHL
NSD1
NTRK1
NTRK3
NUP214
PALB2
PBRM1
PDGFRA
PIK3CA
PIK3CB
PIK3CG
PIK3RL
PVsL
PRKDC
RADS0
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Obrazek 21: Pocty jednobazovych polymorfismi u riznych klinickych stadii TGN.

62



Pocty SNPs u raznych

20- histologickych typt TGN
15- —_—
o
Z
7))
= 10- _—
Q
o
<1
5-
0 1 T
seminom nonseminom
histologicky typ

Obrazek 22: Pocty jednobazovych polymorfismt u riznych histologickych typti TGN.

4.2.8. Analyza mutaci detekovanych NGS ve vybranych genech s potencialnim
klinickym vyznamem pro TGN (BRAF, TP53, RAS, WTI a KIT)

Déle jsme se zaméfili na podrobnéjsi analyzu aberaci v genech hrajicich potencidlni
roli v patogenezi TGN, tj. na gen TP53 a geny regulujici drahu p53 - ATM, MDM?2; KIT,
skupinu gentt RAS (KRAS, NRAS, HRAS), dale také na BRAF a WT1. Hodnotili jsme mutace a
varianty v téchto genech vyskytujici se nové v nadorovych vzorcich v porovnani s kontrolami,
ale s jinymi filtraénimi kritérii, zahrnujicimi 1 varianty s niz8i frekvenci nez v ptedchozich
analyzach.

Celkem bylo detekovano 43 SNV s missense nebo nonsense efektem na dany protein
pro tyto vybrané geny v 16 z 26 osekvenovanych vzorki. Median poctu detekovanych variant
na pacienta/vzorek byl 3, u jednotlivych pacientii bylo zachyceno 0-10 variant.

V datech z tohoto souboru byly objeveny varianty v genu ATM u 11 osekvenovanych
pacienti (42 %), varianty v genu BRAF byly piitomny u 7 pacientd (27 %) a gen WTI
obsahoval varianty u 6 pacientti (23 %). U RAS mutaci se jednalo o0 6 KRAS a 1 NRAS mutaci
u celkem 5 pacientl (19 %). Identickd patogenni mutace byla identifikovdna v genu KRAS
(p.Gly12Cys, COSM516) u dvou z vysetfrenych nadorovych vzorkli pacientd a jejich
pfitomnost byla potvrzena i naslednym Sangerovym sekvenovanim. Gen MDM?2 byl mutovan

u 1 pacienta (4 %). Geny TP53 a KIT nebyly mutovany u zddného z pacienti.
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Nebyly nalezeny vyznamné rozdily v poctu variant mezi seminomy a neseminomy,
pfeCemz byla pozorovéna tendence pro vys$si vyskyt variant v genu BRAF u seminomi a

varianty v genech RAS byly vice ¢asté u neseminomu (Obr. 23).
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Obrazek 23: Mutaéni frekvence ve vybranych genech vypoétena s ohledem na délku jednotlivych genti.

Provedené testy kontroly kvality ukézaly, ze frekvence detekovanych mutaci neni
zpusobena rozdily v pokryti daného genu ani jinymi ptfipadnymi rozdily v kvalité sekvenovani
(Obr. 24). Kvalita sekvenovani z nddorovych vzorkli FFPE a kontrolnich vzorki z periferni

krve daného pacienta byly srovnatelné (Obr. 25).
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Obrazek 24: Primérné pokryti vzorkd pro vybrané geny z amplikonového sekvenovani, boxploty ukazuji
rozdéleni pro jednotlivé amplikony. Cerné teky piedstavuji mutace detekované v kazdém amplikonu
nadorovych vzorku, fialovy ¢tverec znamena stejné mutace ptitomné ve 2 riznych vzorcich. Znacky na ose x

znamenaji sekvenované amplikony, které jsou seskupeny do exonti oznac¢enych ¢isly.
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Obrazek 25: Primarni data z amplikonového sekvnenovani analyzovana pomoci FastQC, (A) sekvencni kvalita

reprezentativniho vzorku TGN fixovaného v FFPE; (B) odpovidajici kontrola vzorku periferni krve.

4.2.9. Analyza zmén v poctech genovych kopii (CNV) u pacientskych vzorku

Dalsi analyza dat celoexomového sekvenovani pacientskych vzorka byla zamétend na
detekci CNV. Jako reference k porovnani zisku nebo ztrdty na chromozomalni trovni zde
slouzily vzorky pochézejici z nenadorové tkané. Potvrdila se rekurence amplifikace kratkého
raménka chromozomu 12. Dale je také opakujicim se jevem i amplifikace chromozomu 17

v celé délce nebo jeho ¢asti (Obr. 26 a Tab. 17).
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Obriazek 26: CNV u TGN pacientskych vzorkl. Vizualizace na zaklad¢ datové analyzy WES sekvenacnich dat,
které byly normalizovany a porovnany se souborem kontrolnich vzorkli po jeho sjednoceni (tzv. poolovani).
Ptiprava sekvenacnich knihoven i sekvenace probihaly za stejnych podminek pro naddorové i kontrolni vzorky.
Segmentalni zmény v poctech genovych kopii jsou znaceny oranzovou linkou, normalni pocet kopii je znacen

$edou linkou.
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Tabulka 17: Pocet dlouhych deleci nebo amplifikaci, tj. CNV u pacientskych nadorovych a kontrolnich vzorka
(vztazeno k referen¢nimu souboru tvofeného z kontrolnich vzorkd po jejich sjednoceni (tzv. poolovani). T-

nador, C — kontrolni tkan.

Paciet (T/C) pt1(T) pti(C) pt2(T) pt2(C) pt3(T) pt3(C) pt4(T) pt4(C)
chrl 2 0 1 3 0 0 14 2
chr2 3 1 0 0 1 0 4 0
chr3 1 0 0 1 1 0 2 0
chr4 0 0 2 0 0 0 1 0
chr5 0 2 2 0 0 0 1 0
chr6 0 0 1 0 1 0 0 0
chr7 8 1 0 0 0 0 0 0
chr8 0 ) 5 0 0 0 2 2
chr9 0 2 2 1 2 4 1 0
chr10 0 2 4 0 0 0 0 0
chril 1 1 6 1 1 1 1 0
chri2 3 0 3 0 1 0 21 0
chri3 1 0 1 0 0 0 0 0
chri4 0 0 0 0 0 0 2 0
chr15 0 1 0 0 0 0 0 0
chr16 0 0 0 0 0 2 0 0
chr17 7 2 2 2 1 0 9 2
chr18 0 0 4 0 1 0 0 0
chr19 1 2 1 2 0 0 0 0
chr20 0 0 0 0 0 0 0 0
chr21 1 0 1 0 0 0 2 0
chr22 1 0 0 0 1 0 3 3
chrX 2 0 0 0 0 0 0 0
chrY 0 0 1 0 0 0 0 0
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5. Diskuze

Zasadni otazkou v 1écbé TGN se jevi objasnéni jejich vyjimecné citlivosti na
cisplatinu a pficin vedoucich ke ztraté¢ této citlivosti. Vysvétleni jevii vedoucich k takto
vysoké senzitivité by mohlo mit vyznam pro strategii 1é€by nadorti rezistentnich na cisplatinu,
pro néz v této chvili neni dostacujici mnozstvi terapeutickych moznosti. V terapii TGN neni
dosud zaveden zadny molekularni prognosticky ani prediktivni faktor, ktery by mohl byt
vyuzivan ke stratifikaci pacienti. Identifikace takového markeru by mohla vést k vétsi
perzonalizaci 1é€by TGN s co nejvyssi ucinnosti a nejmensimi vedlejSimi efekty pro pacienta.
V této praci jsme vychdzeli ze zminénych predpokladi a snazili jsme se zodpoveédét alespon
¢ast otazek tykajicich se TGN s ohledem na zlepSenti jejich 1éCby.

Roli riznych gend a molekularnich aberaci v patogenezi TGN a vyvoji jejich
rezistence na cisplatinu jsme studovali experimentalné na testikuldrnich germindlnich
bunécnych liniich a také na souborech klinickych vzorkt ziskanych od pacienti s TGN.

Pro blizsi studium cisplatinové rezistence u TGN jsme se rozhodli vytvofit testikularni
bunécné linie rezistentni na cisplatinu a studovat jejich proliferativni a molekularné-genetické
vlastnosti. Buné&cné linie NCCIT a Tera-2 jsou neseminomové, obsahuji bunky
embryonalniho karcinomu, NCCIT zahrnuje také slozku teratokarcinomu. Obé bunééné linie
vykazovaly podobnou pocate¢ni citlivost na cisplatinu. S identickym pfistupem intermitentni
expozice na cisplatinu a doby regenerace vyvinula NCCIT vyznamnou rezistenci vii¢i danému
cytostatiku (10krat vyssi ve srovnani s plivodni buné€nou linii, podobnou diive publikovanym
studiim (Oechsle et al., 2011a; Oing et al., 2018), zatimco Tera-2 si udrzela svou citlivost a
nebylo mozné dosahnout vyznamného zvySeni rezistence. Pro buniky embryonélniho
karcinomu je typicka vysoka chemosenzitivita a ta je spojena s embryondlnimi rysy, které
jsou pro tyto nadorové bunky typické. Teratokarcinom oproti tomu predstavuje vice
diferencovanou variantu TGN a dokonce i1 v Kklinické praxi je tento subtyp TGN
charakterizovan Castou rezistenci na chemoterapii, cozZ mize byt jednim z vysvétleni pro ndmi
dosaZzenou vysokou urovenl rezistence na cisplatinu u linie NCCIT, obsahujici
teratokarcinomovou slozku. Déle jsme se zaméfili na analyzu bunécného cyklu a proliferace,
kde jsme zjistili ptiblizné 10% nartst buné€k pfitomnych ve fazi GO / G1 bunééného cyklu. Je
obecné zndmo, Ze je cytotoxicka chemoterapie vétSinou malo G¢inna pro rakovinné bunky ve
fazi GO / G1 a rezistentni rakovinné buiiky v této fazi mohou dlouhodobé piezivat (Jedema et
al., 2003, 2004; Yano et al., 2014). Tato situace byla pozorovdna v bunécné linii, kterd
vyvinula rezistenci na cisplatinu. Déle bylo pfi charakterizaci téchto rezistentnich bunék

prokazano signifikantni snizeni po¢tu bunék ve fazi S. Tyto bunky také nevykazovaly zadné
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zvySeni apoptézy po expozici CDDP na rozdil od zbyvajicich bunéénych linii. Tato data
naznacuji zménu ve specifické signalizaci po poSkozeni DNA (DDR) z embryonalniho typu,
ktery je typicky pro TGN (primarni aktivace apoptotické drahy), k béznému typu obvyklému
pro ostatni solidni naddory (aktivace kontroly bunééného cyklu a opravné mechanismy DNA).
Dokumentovana pocatecni vyssi mira proliferace bunéné linie NCCIT mohla také usnadnit
rozvoj rezistence CDDP rychlou akumulaci potencidlné funk¢énich mutaci a rychlejsi selekci
rezistentnich bunék.

Za nejvyznamnéjS$i aberace vzniklé v procesu ziskdvani rezistence hodnotime
rekurentni aberace v genu ATRX, dal¢ také aberace v sekvenci pro tyrozinovou kindzu
kédovanou genem KDR s dokumentovanou roli v regulaci piezivani bunky, proliferace a
migrace a diive jiZz studovanou pro mozné vyuziti v cilené terapii (Gille ef al., 2001; Tammela
et al., 2008). Potencidln¢ zajimava je i aberace v genu MAP3K4, ktery je Clenem signalni
drahy MAPK a podili se na procesu meze nchymalné-epitelidlni tranzice (Chen et al., 2016;
Mobley et al., 2017).

Celoexomova sekvenace a timto zplisobem ziskana data byla pouZita také k analyze
celkového mnoZstvi aberaci, ve smyslu celkové mutacni zatéze (TMB - tumor mutation
burden). U TGN se pifedpoklddd nizka TMB s ohledem na jejich extrémni citlivost ke
genotoxickym noxam a potlaceni DDR ve prospéch casného spousténi proapoptotickych
mechanismui. Tyto pfedpoklady byly potvrzeny i naSimi vysledky. Zatimco nizké mnoZstvi
mutaci detekovanych u TGN miZe byt vysledkem embryonéalni DDR vedouci k apoptdze a
neumoziujici opravu poskozené DNA, charakter zarode¢nych bunck a mitoticky/meioticky
piepinac tvoii silné predispozice pro vétsi chromozomové piestavby. Charakteristicky znak
TGN - amplifikace kratkého ramene chromozomu 12 - byl jasné pfitomen ve vSech
analyzovanych vzorcich bunécnych linii. Z dal§ich zmén byly nékteré ptfitomny ve vétSing
vzorkl, zatimco nékteré byly nalezeny pouze v buikéch rezistentnich na CDDP. Dalo by se
predpokladat, ze CNV maji pravdépodobné vyssi funkéni vyznam nez SNV u TGN, pouze
naSe porozumeéni a interpretace téchto velmi slozitych zmén je stale netplné. Nase vysledky
byly v souladu i s n¢kterymi dal§imi GWAS studiemi i dalSimi pracemi vénujicimi se TGN.
Byly tak rekurentné¢ dokumentovany aberace v genech FOXGI (Kristiansen et al., 2015),
OPNILW (Litchfield et al., 2015), EOMES (Alagaratnam et al., 2011; Sheikine ef al., 2012),
TFAP2C (Nielsen et al., 2012), DMRTAI(Litchfield et al., 2016, 2017, 2018) a genu MDM?2,
ktery byl nékolikandsobné dévan do souvislosti se vznikem rezistence u TGN (Garcia-

Velasco et al., 2012; Jacobsen and Honecker, 2015; Bagrodia et al., 2016).
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Jako prvni krok pii analyze vzorki pacientti s TGN bylo provedeno stanoveni hladiny
exprese genu WT1.Tento gen je v nasi laboratofi studovan jiz dlouho z hlediska jeho vyznamu
u leukemickych pacientt, jejichz 1écbou se nase klinika zabyva. K jeho studiu u TGN nas
vedlo nékolik diivodt. Jednim z nich je charakter TGN, které se v mnohém podobaji détskym
leukemiim. Jsou to nadory s nizkym poctem somatickych mutaci, vznikajicich v buiikdch
embryonalniho piivodu zablokovanych ve svém vyvoji. U leukemii je tomu podobné, kdy
hematopoetické bunky zablokované ve svém vyvoji vedou ke vzniku onemocnéni (Seth and
Singh, 2015). Dal$im divodem je zasadni vyznam W71 v embryogenezi varlat, z ¢ehoz se da
usuzovat na jeho moznou roli i v testikularni kancerogenezi. Z nasich vysledka vyplyva, ze
exprese WTI je signifikantn¢ snizend u TGN v porovnani s nenadorovou okolni tkani i
s kontrolnimi nenddorovymi vzorky. U leukémii byla popsana jak vysoka, tak nizka exprese
WTI, pti€emZ snizena exprese W11 byla asociovana s horsi prognézou pacienti (Boublikova
et al., 2006). U jinych solidnich nadorti je rovnéz popisovana alterovana exprese W71 —
kromé jiz v tvodu zminéného Wilmsova tumoru byly zmény exprese a mutace W71 popsany
u WARG syndromu, Denys-Drashova a Frasierova synrdomu (Pelletier ef al., 1991;
Scharnhorst, van der Eb and Jochemsen, 2001; Bandiera et al., 2015). V téchto souvislostech
1ze usuzovat, Ze ndmi detekované sniZzeni exprese W71 u TGN piedstavuje dysregulaci tohoto
genu souvisejici s nddorovym procesem, na jehoz rozvoji se mize podilet. Snizend exprese
WTI u TGN v porovnani s kontrolami tak naznauje specifickou roli proteinu WT1 jako
tumorsupresoru v této konkrétni tkdni. Na tomto sniZeni se vSak miZe podilet i absence
Sertoliho bun¢k v nddorové tkani. Tyto bunky exprimuji protein WT1 ve vysokych hladinach,
jak je patrno z imunohistochemickych preparatii. Exprese WTI je ale u TGN alterovana i
z jinych hledisek, napt. z hlediska expresniho vzorce Etyf hlavnich izoforem studovaného
transkripéniho faktoru, kdy byla u TGN oproti zdravé testikularni tkani prokazéna sniZzena
exprese izoforem obsahujicich exon 5 a zvySend exprese izoforem bez exonu 5. Tato zména je
pravdépodobné vyznamna z hlediska aktiva¢ni funkce WT1 jakoZto transkripéniho faktoru,
jelikoz exon 5 koduje aktivaéni doménu proteinu WT1. Na druhou stranu se podobné jako u
leukemickych vzokii (Kramarzova et al., 2012) i zde ukézal pomér izoforem WTI s a bez
inzertu KTS stabilni jak mezi rGznymi histologickymi typy TGN tak i v porovnani mezi
nadorovymi a nenaddorovymi vzorky. Inzert KTS je u transkripéniho faktoru WT1 nezbytny
pro jeho vazbu na DNA. Vzhledem k tomu, ze transkripéni faktor WT1 ma vyznamnou roli
pfi regulaci mnoha bunéénych funkci jako je napi. bunécna proliferace, diferenciace, bunéény

cyklus ¢i apoptoza, lze predpokladat, Ze alterované hladiny WT1 a zmény v poméru jeho
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izoforem vyznamné ovlivni tyto zdkladni bunééné funkce a zasdhnou do procesu maligni
transformace u TGN (Wang et al., 1995, 2015, 2019).

Souhrnné vlastnosti genu WTI, jak z hlediska jeho snizené celkové exprese u TGN,
alterovaného expresniho vzorce izoforem 1 piitomnosti relativné vétSiho poctu mutaci
detekovanych na trovni amplikonového sekvenovani predpokladaji mozné vyuziti W71 jako
prognostického faktoru u TGN, kde pravdépodobné plisobi podobné jako u Wilmsova tumoru
jako tumorsupresorovy gen.

Vzhledem k zavedeni novych technologii sekvenovani nové generace (NGS), které se
v poslednich letech staly dominantnim néstrojem molekuldrné-genetickych studii, jsme se
v ramci této prace zaméfovali na podrobnéjsi analyzu molekuldrnich aberaci pfitomnych
v genomu TGN pomoci této metody. Tento pfistup vedl k ziskani mnoha dat, u kterych jsme
museli ur¢it jejich relevantnost z hlediska faleSnych pozitivit a artefakti vzniklych technickou
manipulaci se vzorky béhem fixace i1 pti pfipravé sekvenacnich knihoven. Dal§im uskalim
byla velikost souboru a to hlavné z diivodu celkové nizké incidence TGN a nizké kvality fady
vzorki FFPE, znichz nékteré se ukazaly byt i pfes opakované pokusy jako spolehlivé
neosekvenovatelné. V interpretaci naSich vysledkidi jsme se snazili zohlednit vSechny tyto
aspekty.

Amplikonovym sekvenovanim jsme takto charekterizovali 27 pacientskych
nadorovych vzorki, které jsme vZdy porovnali s kontrolnim vzorkem daného pacienta. Tyto
byly fixovany v bloc¢cich FFPE a byl u nich nejprve proveden pokus o sekvenaci na Grovni
celoexomového sekvenovani. Tento postup byl nelspéSny, coz prisuzujeme zejména jevu
degradace DNA, probihajicimu v takto fixovanych vzorcich, a vedoucimu ke vzniku DNA o
nizké kvalité s fragmenty krat$imi nez 100 bp, neumoziujici tento typ sekvenovani. V dobé
sekvenovani téchto vzorkl teprve dochéazelo k optimalizaci postupti pro sekvenovani vzorki
FFPE a nebyly k dispozici takové, které by teSily vyskyt té€chto arteficidlnich vysledkl
v disledku fragmentaci a ¢astych deaminaci v prosttedi vytvarené FFPE fixaci. Amplikonova
sekvenace se posléze ukazala jako vhodna technika a poskytla data o vyhovujici kvalité.
Nasledné jsme pro vyhodnoceni ziskanych dat zvolili dva typy zpracovani. V prvnim jsme
hledali aberace v genech jiz dfive pokladanych za relevantni pro vznik a progresi TGN a
jinych nédort (RAS, KIT, TP53, MDM?2, ATM, BRAF) (Honecker et al., 2009; Feldman et al.,
2014a). Timto pristupem jsme identifikovali mutace v genech RAS, které se zdaji byt
rekurentni u TGN, coz potvrzuji i nékteré diive publikované prace. V naSem souboru se
vyskytly u dvou pacientli, oboji byly mutace povazované za patogenni v kodéonu 12 genu

KRAS (Feldman et al., 2014a, 2015; Cutcutache et al., 2015a; Litchfield et al, 2015).
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V ptipad¢ genu KIT se naSe vysledky liSily od dfive publikovanych, u nichz jsou mutace
v tomto genu podstatné ¢astéjsi (v 10-20 % seminomovych nadortt) (Cutcutache et al., 2015b;
Shen et al., 2018). V nasem souboru se nenasla zadna mutace pfitomna v sekvenci genu KI7,
1 pfes manudlni kontrolu danych sekvenci, coz je v souladu srecentné publikovanymi
studiemi. Mutaci v genu KIT tak nepokddame za Castou u pacienti s TGN. Za velmi raritni a
souvisejici s citlivosti na cispatinu se u TGN povazuji mutace v genu 7P53. To se potvrdilo i
v nasem souboru, mutace v tomto genu nebyla detekovana. Zajimava je i skute¢nost, ktera
vyplynula z vysledkii imunohistochemického barveni proteinu p53. Ta ukdzala nizké hladiny
exprese p53 u vzdalenych metastaz TGN, coz miize nasvédcovat roli p53 a defektu jeho
normalni signalizace pii metastatickém rozsifovani nddorovych bunék.

V dal$im hleddni moznych aberaci podstatnych pro vznik TGN jsme pokracovali
studiem genu BRAF, ktery koduje serin threoninovou kinazu, fungujici jako protoonkogen u
mnoha nadord (Sithanandam et al., 1990; Millington, 2013; Loo et al., 2018). Prvni publikace
o mutaci BRAF naznacovaly, ze spolu s mikrosatelitovou nestabilitou (MSI) souvisi mutace v
tomto genu 1 se vznikem CDDP rezistence (Honecker et al.,, 2009). Analyzou dat
amplikonového sekvenovani jsme prokazali pomérné Castou pfitomnost mutaci v sekvenci
genu BRAF u 27 % osekvenovanych pacientll, ale specifickd a za patogenni pro tento gen
pokladna mutace V60OE nebyla v naSem souboru nalezena. Dale jsme studovali pfitomnost
mutace BRAF V600E cilen¢ pomoci komer¢niho kitu u dalsi a zaroven vétsi kohorty pacientd.
Tato mutace byla nalezena a potvrzena naslednym Sangerovym sekvenovanim u 2 z 210
vysetfenych pacientskych vzorkt. Takto nizka frekvence mutace V60OE nevypovida o mozné
zéavaznosti pro vznik a vyvoj TGN, coz je v souladu i s poznatky dalSich studii (Feldman et
al., 2014b; Pedersen et al., 2016; Ahmad et al., 2019). Ani u jednoho z pacienti s danou
mutaci nedoslo k relapsu onemocnéni.

V dalsi ¢asti naSich analyz jsme hodnotili celé spektrum aberaci nachazejicich se v
rozsahu provedeného amplikonového nebo celoexomového sekvenovani. Zde se jako novy a
zajimavy ukazal gen kodujici histon methyltransferazu NSDI mutovany u 33 % pacientll, coZ
spole¢né s pfitomnosti mutace u 11 % pacientd v genu SETD2 kodujiciho dalsi histon
methyltransferazu svéd¢i o mozné roli histonovych modifikaci pii vzniku TGN. Gen NSD! s
nejvysSim poctem aberaci vramci sekvenaCnich dat amplikonového 1 exomového
sekvenovani byl identifikovan jako onkogen nebo tumor supresor v zavislosti na bunééném
kontextu. Jeho aberantni stav exprese nebo mutace byly popsany v nékolika pracich
(Vougiouklakis et al., 2015; Su et al., 2017). Tento gen se fyziologicky uplatituje v ¢asném

prenatalnim vyvoji a jeho aberace hraji roli pii vzniku Sotosova syndromu, ktery zahrnuje
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poruchy ristu a neurologické abnormality, nékdy také kryptorchidismus a maligni nadory.
Gen SETD? je dulezitym partnerem pro gen NSDI. Je také znamo, Ze tento gen pusobi jako
tumor supresor (Al Sarakbi et al., 2009; Zhu et al., 2014; Li et al., 2016; Manley et al., 2017)
a klicovy regulator stability genomu (Pfister et al., 2014). Stejn¢ jako pfedchozi gen nebyl
popsan ve vztahu k TGN, ale je zndmo, Ze je zapojen do spermatogeneze a jeho aberace
mohou souviset s muzskou neplodnosti (Zuo et al., 2018). Oba nélezy jsou v souladu s jinymi
studiemi provedenymi na rtznych typech nadort (Mar et al., 2017; Heeke et al., 2018) a
podporuji roli epigenetickych mechanisml v patogenezi TGN. Mutace genu FANCA byly
pritomny u 10 % pacientli. Zatimco je tento gen dobie znamy pro svou funkci v post-
replikacni opravé DNA a udrzovani stability chromozomd, jeho vysoké hladiny exprese byly
také dokumentovany v pachytenovych (mysich) spermatocytech a ptedpoklada se jeho role
pfi udrZzovani stavu reprodukénich zarode¢nych bunck a pti meiotické rekombinaci (Wong et
al.,2003).

Celkové se po konecné fazi filtrace a interpretace naSich sekvenacnich vystupl
ukédzalo, Ze nejvice aberovanymi geny jsou ty podilejici se na procesech remodelace
chromatinu a zapojenych do oprav DNA pomoci DDR drdhy (DNA damage response).
Své&dci o tom 1 jiZ zminéné aberace v genech FANCA a dale také aberace genu ATRX, pticemzZ
varianty vtomto genu se nachazely u pacientl osekvenovanych celoexomovym 1
aplikonovym sekvenovanim a byly detekovéany také pfi analyze bunéénych linii s rezistenci
na cisplatinu. Gen ATRX kdduje protein a-thalassemia mentalni retardace X-véazany, je
¢lenem superrodiny SWI/SNF zapojené do remodelace chromatinu, regulujici rizné bunécéné
procesy jako je replikacni stresova reakce, transkripce nebo mitoticka rekombinace (Baker,
Allis and Wang, 2008). Ukazalo se, Ze hraje kli€ovou roli v sexudlni diferenciaci. Aberace v
sekvenci ATRX nebo zmény jeho exprese byly nalezeny u rlznych druhli malignit, véetné
gliomu, neuroblastomu, osteosarkomu, kolorektdlniho karcinomu nebo plicniho karcinomu
(Heeke et al., 2018). Dosud nebyly aberace tohoto genu davany do souvislosti s TGN,
nicméné tzv. syndrom ATRX zplUsobeny mutacemi v ATRX zahrnuje krom¢ thalassémie a
mentalni retardace také gonadalni dysgenezi rizného stupné, v extrémnich pfipadech dokonce
reverzi pohlavi u muza (male to female sex reversal), coz podporuje jeho pravdépodobnou
funk¢ni roli ve vyvoji TGN (De La Fuente, Baumann and Viveiros, 2011).

Transkriptomovym sekvenovanim a naslednou analyzou byla dokumentovana zména
v expresi u n€kolika transkrip¢nich faktord, jejichZ role v tumorogenezi byla jiz diive popsana
(PAXS, DAB2, SPINT2, TFDPI) (Adams et al., 1992; Mok et al., 1998; Thomas-Tikhonenko
and Cozma, 2008; Melchor et al., 2009; Wang et al., 2018; Wu et al., 2019), téz i u jiz diive
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zminéného NSDI. Vyznam pro vznik TGN mouhou mit také nalezené zmény v expresi
dalsich gent regulujicich bunéénou proliferaci, signalizaci, metabolismus, adhezi a také genti
regulujicich apoptézu a zanétlivou reakci. Samoziejmé si tyto nase vysledky zéadaji dalsi
studium pro ovéieni jejich skutecného vlivu na vznik a vyvoj TGN, ale zde z naseho hlediska
utvareji celkovy obraz TGN, na jejichz vzniku se potvrzuje vliv mnoha faktort, jak

genetickych, tak i faktor zevniho prostiedi viz literarni prehled.
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6. Zavér

Tato prace pomoci Sirkého spektra metod moderni molekuldrni biologie vcetné
v dnesni dobé standardn¢ vyuzivané a technologicky nejvyspélejsi metody masivné-
paralelniho sekvenovani poukazuje na n¢kolik dosud ne zcela znamych vlastnosti TGN.
Jednim z hlavnich problémii u TGN je vyvoj rezistence na cisplatinu, kterd je podle naSich
vysledkl spojena se zvySovanim mnozstvi genetickych aberaci na tirovni SNV/TMB i CNV.
Nekteré z téchto aberaci mohou piedstavovat potencialni prvotni mutace vedouci ke vzniku
malignity, zatimco vétSina z nich je vysledkem pokracujici maligni transformace a klondlniho
vyvoje z velmi jedine¢ného typu nadoru se specifickymi embryonalnimi a zarode¢nymi
buitkami na maligni solidni nador s obecné¢jSimi charakteristikami a vyS$i genomickou
nestabilitou. Rezistence na cisplatinu u TGN by pravdépodobné méla byt chapéna jako ztrata
vysoké citlivosti na dané cytostatikum. Ziskand rezistence je spojena se sniZenou
apoptotickou reakei, snizenou proliferaci a zménami v kontrole bunécného cyklu s tendenci k
jeho pozastaveni, coz umoziuje opravu poskozeni vyvolaného chemoterapii. Bylo
identifikovano né€kolik gend, které maji potencidlni vliv na vyvoj rezistence na cisplatinu -
nékteré z nich byly diive uvedeny ve vztahu k citlivosti TGN (napt. DMRTAI) nebo
rezistenci TGN (MDM?2). Gen ATRX, nové reportovany v nasi praci, pifedstavuje kandidata na
funkéni roli v etiopatologii rezistence TGN na cisplatinu. Amplikonovym sekvenovanim
vzorki TGN pacientli jsme pfispéli k nalezeni potencidlnich genli souvisejicich s vznikem
TGN - KRAS, NRAS, HRAS, BRAF, WT1, TP53, MDM?2 a ATM. Nami nové¢ studovany gen
WTI se jevi jako dal$i nad€jny kandidat s vyznamem pro vyvoj TGN. Jedna se o transkripcni
faktor nezbytny pro vyvoj a funkci varlat, jehoz role u TGN dosud nebyla popséana.
Kvantifikaci celkové exprese WTI a jeho hlavnich izoforem u TGN pacientl jsme prokazali
vyznamné snizeni exprese W71 s vyraznym posunem k izoformam postradajicim exon 5
v nadorovych vzorcich, spolené s relativné vysokym vyskytem somatickych mutaci WT1.
Tyto vysledky nas vedou k pohledu na WTI jako na novy faktor zapojeny do patogeneze
TGN, pravdépodobné jako tumor supresorovy gen. Patogenni mutace BRAF V600E byla
naopak identifikovéna pouze u 1 % pacientll, coz nesveédci pro jeji roli v patogenezi TGN.
Dale byla imunohistochemicky hodnocena exprese proteinu p53, ukazujici vyznamné sniZeni
exprese v metastdzach ve srovnani s ptivodnimi nadory, coz miize indikovat roli p53 v
metastatickém Sifeni TGN. V této praci byla problematika vzniku i rezistence TGN na 1écbu
analyzovédna z nékolika rGznych hledisek, jak na experimentalni trovni, tak i na Grovni
zkoumani pacientskych vzorkl. K tomuto ucelu byly pouzity nejmodernéjsi molekularng-

biologické techniky v podobé sekvenovani nové generace na urovni amplikonu, exomu i
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transkriptomu s ohledem na vlastnosti dostupného biologického materialu. Soucasné bylo do
studia TGN zapojeno i n€kolik klasickych metod analyzy bunécnych vlastnosti linii TGN za
pouziti priitokové cytometrie. Hladiny exprese genti byly analyzovany pomoci qPCR, mutace
ve vybranych genech byly zkoumany za pouziti komer¢nich systéma i1 Sangerovym
sekvenovanim. Cilem tohoto pfistupu bylo ziskdni komplexniho obrazu, ktery by pomohl
objasnit unikatni vlastnosti TGN a pfispél k nalezeni kandidatnich gend, jez by mohly slouzit
jako nové prognostické faktory nebo cile pro biologickou 1écbu a tak umoZznit vétsi

perzonalizaci terapie u pacientd s témito nadory v budoucnu.
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7.
6FAM
ABL
ALL
AML
ATCC

BSA
cDNA
CD30
CDDP
CO,
CS

CR

Da
DAPI
DDR
DF
dH20
DNA
dNTPs
EdU
FBS
FFPE
FUP
GCNIS
GWAS
chr
CHT
HC

ID
KTS
log

Seznam pouzitych zkratek

6-carboxyfluorescein

Abelson gene

akutni lymfoblastické leukémie
akutni myeloidni leukémie
American Type Culture Collection
base pair

bovine serum albumin
complementary DNA

cluster of differentiation 30
cis-diamminedichloridoplatinum
oxid uhlicity

clinical stage (klinické stadium)
celkova remise

Dalton
4',6-diamidino-2-phenylindole
dna damage response
disease-free (bez zndmek nemoci)
destilovana voda
deoxyribonukleova kyselina
deoxyribonukleotidy
5-Ethynyl-2’-deoxyuridine

fetal bovine serum
formalin-fixed paraffin-embedded
follow up

germ cell neoplasia in situ
genome-wide association study
chromozom

chemoterapie
immunohistochemie
1izochromozom

identifikace

Lysin, Threonin, Serin

logaritmus
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min
miRNA
MMLV
MSI
MTS

mRNA
miRNA
NCN
NGS
NS
PBS
PCR
PD
PGB
Phred
PK
poz

pt

ref

RNA

RPMI
rs

RT
Rvs

bakteriofag M 13

chlorid hotec¢naty

mili

molar

mega base pairs

minuta

mikroRNA

Moloney murine leukemia virus
microsatellite instability
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium)
messenger RNA

micro RNA

normalised copy number

next generation sequencing
neseminomy

phosphate buffered saline
polymerase chain reaction
progradujici onemocnéni
primordidlni germindlni buniky
Phil's Read Editor

periferni krev

pozice

pacient

relaps

reference

ribonukleova kyselina

rotation per minute (otacek za minutu)
Roswell Park Memorial Institute
RefSNPs

reverzni transkripce

reverse

seminomy

sekunda
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siRNA small interfering RNA

SNP single nucleotide polymorphism
SNV single nucleotide variant

SRY sex determining region Y
TAMRA tetramethylrhodamine

TGN testicularni germalni nador
TMB tumor mutation burden

USA United States of America

var varianta

var frekv frekvence varianty

var typ typ varianty

WAGR Wilms tumour, Aniridia, Genitourinary anomalies, mental Retardation
WES whole exom sequencing

WT1 Wilms* tumor gene 1
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