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2 Abstrakt

Soucasny vyzkum lé¢by onkologickych onemocnéni je zaméren na identifikaci zmén, ke kterym
dochdzi v procesu karcinogeneze a dale na hledani terapeutik, ktera by projev téchto zmén
umoznila eliminovat. V¢asna diagnostika, stanoveni progndzy, sledovani pribé&hu onemocnéni
a predikce ucinku lécby jsou ¢im dal tim vice spojeny se stanovenim pfislusnych biomarker(.
Stanoveni prediktivnich biomarker( by se mélo stat neoddélitelnou soucdsti rozhodnuti o
zpUsobu lécby a ve vysledku tak pacientlim pomoci prodlouZit délku Zivota a zvysit jeho

kvalitu.

A pravé nalezeni prognostickych a prediktivnich biomarkerd pro efektivnéjsi 1écbu
onkologickych pacient(i bylo cilem této disertacni prace. Ve spolupraci s fadou klinickych
pracovist Fakultni nemocnice v Plzni jsem se na Ustavu biologie zabyvala touto problematikou
u nemalobunééného plicniho karcinomu, karcinomu endometria, kolorektalniho karcinomu,
jaternich metastdz kolorektdlniho karcinomu, svétlobunécného renalniho karcinomu a

sarkomd.

Zameérili jsme se predevSim na hledani takovych molekul, které jsou zapojené v procesu
karcinogeneze a jejichz hladiny v télnich tekutinach nebo pfimo v nadorové tkani by byly
schopné predpovédét dalsi vyvoj onemocnéni nebo Ié¢ebnou odpovéd. Pomoci molekularné
biologickych metod jsme detekovali zejména molekuly na Urovni exprese RNA ale i proteinu,

a také v podobé cirkulujici nddorové DNA (ctDNA).

Identifikovali jsme molekuly miRNA s prognostickym vyznamem stanovované jak ve tkarovych
ve formalinu fixovanych vzorcich, tak v krevni plazmé. Zjistili jsme pfinos kombinace klasickych
markert s molekulami miRNA pro stanoveni progndzy. Nékteré nase vysledky podporuji tzv.
ceRNA hypotézu. Navrhli jsme zpUsob pouZziti metody OSNA pti absenci konceptu sentinelové
uzliny u pacientll s NSCLC. Metodou ddPCR jsme prokdazali prognosticky vyznam ctDNA u
pacient( s jaternimi metastazami kolorektalniho karcinomu. Zjistili jsme, Ze v pfipadé absence
tkanového vzorku nadoru pro vySetfeni pritomnosti mutaci KRAS genu, je mozno tento vzorek

do urcité miry nahradit analyzou ctDNA.
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Vysledky prezentuji formou komentovanych publikovanych praci. Pojitkem jednotlivych praci

je ucel zkoumanych markert a metodicky pfistup.
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3 Summary

Current research of treatment of oncological diseases is focused on the identification of
changes that occur in the process of carcinogenesis and on the search for therapeutics that
would make it possible to eliminate the manifestation of these changes. Early diagnosis,
estimating prognosis, monitoring of the course of the disease and prediction of the effect of
treatment are increasingly associated with the determination of appropriate biomarkers. The
assessment of predictive biomarkers should become an integral part of treatment decisions

and, as a result, help patients to prolong life and improve quality of life.

The aim of my thesis was to find prognostic and predictive biomarkers for more effective
treatment of cancer patients. In cooperation with a number of clinical departments of the
University Hospital in Pilsen, | focused on the research of these biomarkers at the Department
of Biology, especially in non-small cell lung cancer, endometrial cancer, colorectal cancer, liver

metastases of colorectal cancer, clear cell renal cell carcinoma and sarcomas.

We focused on the research of molecules that are involved in the process of carcinogenesis
and whose levels in body fluids or directly in tumor tissue would be able to predict further
disease development or therapeutic response. Using molecular biological methods, we
detected molecules at the level of expression of RNA, protein or circulating tumor DNA

(ctDNA).

We identified miRNA molecules with prognostic significance, both determined in formalin-
fixed tissue samples and in blood plasma. We found the benefit of combining classical markers
with miRNA molecules for estimation of prognosis. Some of our results support the so-called
ceRNA hypothesis. We proposed how to use the OSNA method in the absence of the sentinel
node concept in patients with NSCLC. We used the ddPCR method to show the prognostic
significance of ctDNA in patients with colorectal cancer liver metastases. We found in certain
cases, it may be more appropriate to determine the presence of a KRAS mutation based on

plasma results instead of tissue sample results, if tissue samples are not available.
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| present the results in the form of annotated published articles. The connection between each

article is the purpose of the investigated markers and the methodological approach.
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4 Uvod

Vyzkum pficin onkologickych onemocnéni je hybnou silou pochopeni fizeni bunééného cyklu
a fady dalSich zakladnich biologickych déjli. Onkologickd onemocnéni patfi celosvétové mezi
hlavni pfi¢inu umrti. Vzhledem k tomu, Ze celosvétova populace neustale roste, stdrne a
osvojuje si zivotni styl, ktery zvysuje riziko vzniku rakoviny, da se ocekdvat, Ze pocet nové
diagnostikovanych pfipad( a pocet umrti se bude neustadle zvySovat [Torre et al., 2016].
Odhaduje se, Ze do roku 2025 bude kazdoro¢né odhaleno vice nez 20 milion( novych pfipada,
pro srovndni napfiklad s rokem 2012, kdy bylo diagnostikovdno zhruba 14 milion( pfipadu
[Fidler et al., 2016]. Soucasny vyzkum lécby onkologickych onemocnéni je zaméren na
identifikaci zmén, ke kterym dochazi v procesu karcenogeneze a nalezeni terapeutik, ktera by

projev téchto zmén umoznila eliminovat a pomohla tak optimalizovat onkologickou lécbu.

K prvnimu velkému posunu v onkologické lé¢bé doslo v 70. letech minulého stoleti, kdyz
tehdejsi americky prezident Richard Nixon v prosinci 1971 podepsal zdkon podporujici boj
proti nddorovym onemocnénim a zacaly tak plynout investice do vyzkumu a vyvoje léciv
[DeVita, 2004]. V soucasné dobé nabyva stale vétSiho vyznamu cilena lécba a stdle vice
vyuzivana imunoterapie. | pres zavedeni téchto léc¢ebnych rezimd, zlstava dosud
nenahraditelnou soucdsti onkologické Iécby pacientd se solidnimi nadory chemoterapie.
Cilend Ié¢ba umoznuje pfimé ovlivnéni signalnich drah v nadorovych burkach ve prospéch

potlaceni rastu nadorovych bunék.

V klinické praxi u pacientl stejného stddia onemocnéni, kterym je poddna stejna onkologicka
|éCba, je pozorovana rlzna uspésnost lécby. Proto zde vyvstdva otdzka, jakym zplUsobem
predpovédét vhodnost daného |écebného rezimu. Jednim ze smérl vyzkumu je nalezeni
vhodnych prognostickych biomarkert a prediktivnich biomarkerld efektu terapie. Jejich
stanoveni by se mélo stat neoddélitelnou soucdsti volby vhodné lécby a ve vysledku tak

pacientim prodlouZzit délku Zivota a zvysit jeho kvalitu.

Vyzkum biomarkerdq, ktery je tématem této disertacni prace, probihal v geneticko-molekularni

laboratofi na Ustavu biologie LF UK v Plzni. Vysledky naseho vyzkumu vznikly na zékladé
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spoluprace Lékarské fakulty Univerzity Karlovy v Plzni s fadou klinickych pracovist plzeriské
Fakultni nemocnice, konkrétné Chirurgické kliniky, Onkologické a radioterapeutické kliniky,
Kliniky pneumologie a ftizeologie, Gynekologicko-porodnické kliniky a Urologické kliniky a byly
financovany zgrantl feSenych na pracovisti Ustavu biologie a grantd ve spolupraci s

uvedenymi pracovisti.

Cilem této disertacni prace s nazvem ,,Predikce efektu Ié¢by u solidnich nadortd“ bylo nalezeni
biomarker(i exprimovanych zejména na urovni RNA, pfedpovidajicich priilbéh onemocnéni a
biomarker( predikujicich efekt [é¢by, a to u nemalobunécného plicniho karcinomu, karcinomu
endometria, kolorektalniho karcinomu, jaternich metastaz kolorektalniho karcinomu,
svétlobunécného renalniho karcinomu a sarkom(. Zaméfili jsme se na hledani biomarker(,
které by mély pomoci optimalnimu vybéru |éCby, tedy ty, které by mohly byt ve vztahu k
progndze onemocnéni a predikci |éCby, a to zejména na Urovni exprese RNA ale i proteinu, a
také v podobé cirkulujici nadorové DNA (ctDNA), tzv. tekuté biopsie (liquid biopsy). Vysledky
prezentuji formou komentovanych publikovanych praci. Pojitkem jednotlivych praci je ucel

zkoumanych markert a metodicky pfistup.
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5 Uvedeni do problematiky

PfestoZe onkologicka onemocnéni stdle zUstavaji spolu s kardiovaskuldrnimi chorobami hlavni
pri¢inou umrti, pokroky v jejich diagnostice a Iécbé v poslednich dekadach zasadné prodlouzily

preziti pacientu a zlepsily kvalitu jejich Zivota.

Klicové organizace urcujici a uddavajici trendy vléfebnych postupech jsou Americka
onkologicka spole¢nost (ASCO) a Evropska onkologicka spole¢nost (ESMO). Tyto organizace se
aktivné podileji na vyrazném vyvoji onkologie, diky kterému dochazi k neustalému rozsifovani
|é¢ebnych moznosti. Sou¢asna onkologicka lé¢ba v Ceské republice vychazi z doporuéenych
postupll popsanych v Modré knize [dostupné z: 20.pdf (linkos.cz)] kazdorocné vydavané
Ceskou onkologickou spole¢nosti, kterd zde shrnuje doporuéeni pro Ié¢bu onkologickych
onemocnéni. Jsou zde popisovany doporucené postupy, které se na zakladé aktualizaci

podileji na l1éc¢bé jednotlivych nadorovych onemocnéni.

Kromé zavedenych postupu, jako je chirurgickd Iécba, ktera je stale zakladnim pilitem 1écby
onkologickych pacientd, nebo chemoterapie a radioterapie, je v poslednich letech stale vétsi
snaha o personalizovany pfistup, ktery diky identifikaci vhodnych cili prostfednictvim

biomarker(i umoziuje vétsi individualizaci |éCby a jeji optimalni zvoleni.

Narodni onkologicky institut definuje biomarkery jako molekuly nachazejici se v télnich
tekutinach nebo tkanich, jejichz hladina slouzi jako indikator biologického stavu za
fyziologickych i patologickych podminek [Henry a Hayes, 2012]. Nadorové biomarkery jsou
latky, které jsou produkovany pfimo bunkami nadoru nebo burikami nenadorovymi jako
odpovéd na zmény vlastnich nddorovych bunék. Pfitomnost nadorovych biomarkerl nebo
jejich zvySend ¢i naopak snizenda hladina muZe mit diagnostickou, prediktivni nebo
prognostickou vypovédni hodnotu. Prediktivni markery slouzi pro predikci Ié¢by a pfimo tak
predpovidaji ucinnost léCiva. Zatimco prognostické markery urcuji prognézu onemocnéni a
pomahaji tak na zakladé znalosti vyvoje onemocnéni zvolit vhodnou |é¢bu. Jako nadorové
biomarkery jsou vyuZivany zejména rdzné druhy bilkovin a nukleovych kyselin, které jsou
stanovovany jak v nadorové tkani, tak v télnich tekutinach. V soucasné dobé jsou jednou z

dynamicky se rozvijejicich oblasti vyzkumu biomarkerl pro casny zachyt onemocnéni,

20



diagnostiku, progndzu a predikci 1é¢by, molekuly RNA, a to zejména molekuly patficich do

skupiny nekddujicich RNA.

Nekddujici RNA (ncRNA) jsou typem funkénich molekul RNA, které nepodléhaji procesu
translace a svoji fyziologickou, pripadné patofyziologickou roli vykonavaji pfimo. Mezi tyto
molekuly patfi molekuly mikroRNA (miRNA) a dlouhé nekdédujici RNA (IncRNA), jejichz podil

v procesu nadorové transformace je vice jak 15 let intenzivné zkouman.

5.1 Expresni hladiny RNA

Intenzivni rozvoj zkoumdni vyuziti molekul mikroRNA jako biomarkerl po roce 2005 byl
umoznén v té dobé jiz dobre zavedenou metodou RT real-time PCR, ktera se zacala vyvijet a
zpresfiovat po roce 1990. Prvni komercné dostupny pfistroj pro real-time PCR byl na trh
zaveden v roce 1996 firmou Applied Biosystems a tak zacala byt tato metoda hojné vyuzivana
zejména védeckymi pracovisti [Valasek a Repa, 2005]. Do stanoveni biomarker(i na Urovni
exprese mRNA se vkladaly velké nadéje, a to z nékolika divodU. Prvnim byla ocekdvana vysoka
senzitivita diky metodé RT-PCR. Dal$im ddvodem byla moznost rychlého stanovovani novych
molekul vzhledem k mozZnosti rychlého dodani danych primertd, coZz byl zasadni pokrok
vzhledem k délce pfipravy novych protilatek pfi stanoveni hladiny proteinu. V neposledni fadé
syntéza primer( a celd metodika stanoveni byla levnéjsi nez v pfipadé stanoveni novych
proteint pomoci protilatek. Cena pfistrojli pro real-time PCR rovnéz strmé klesala na pfiblizné
pétinovou hodnotu u prvnich dostupnych pfistroji. Tyto faktory se stédle uplatiuji pfi hledani
odpovédi na predikci |écby ¢i sledovani minimalni rezidudlni choroby pomoci biomarkert

stanovovanych na urovni exprese RNA.

Jak jiz bylo zminéno, regulace bunécného cyklu a apoptdézy muize byt v pfipadé nadorovych
onemocnéni zménéna v dlUsledku naruseni kontrolnich mechanismd bunécného déleni,
reparacnich procesd DNA nebo narusenim rovnovahy proapoptotickych a antiapoptotickych

regulator(.

Vyzkum biomarker( u onkologickych onemocnéni se zaméruje pravé na stanoveni exprese

téchto genli na Urovni mRNA, a to pro predikci |écby, kdy je v pfipadé predikce ucinku
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chemoterapie stanovovana exprese genu Ucastnicich se reparace DNA nebo metabolismu a
vstfebavani chemoterapeutik. Dale pro prognézu onemocnéni, kdy jsou zkoumany témeér
vsechny geny, o nichz je znam vztah ke karcinogenezi. Pro stanoveni minimalni rezidudlni

choroby nebo pro stanoveni pfitomnosti nadorovych bunék napfiklad v lymfatickych uzlinach.
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5.2 mikroRNA (miRNA)

Poslednich 15 let je vénovana intenzivni pozornost vyzkumu molekul miRNA ze skupiny
ncRNA, které maji pro svou patofyziologickou roli, stabilitu v biologickych vzorcich a svou
pomérné snadnou stanovitelnost, potencial stat se cennymi diagnostickymi, prognostickymi a
prediktivnimi markery. Prvni miRNA byla popsana vroce 1993 tymem Leeho a jeho
spolupracovnikll u hadatka obecného Caenorhabditis elegans [Bhaskaran a Mohan, 2014]. Po
dlouhou dobu vsak nebyla tomuto objevu vénovana pozornost. Vyrazny posun ve vyzkumu
nastal teprve vroce 2002, kdy George Calin popsal ve své praci vztah molekul miRNA
k nddorové patogenezi [Calin et al., 2002]. Od této doby probiha intenzivni vyzkum molekul

miRNA, mGzZeme fici u vSsech onkologickych onemocnéni.

miRNA jsou kratké nekddujici molekuly RNA o velikosti 19 az 25 nukleotid(, které negativné
reguluji genovou expresi degradaci nebo represi translace mRNA. Pravé degradace nebo
represe translace cilové mRNA brani vzniku proteinu [Baek et al., 2008]. miRNA byvaji aktivné
vylu¢ovany burikami do télnich tekutin a jejich hladiny Ize snadno a opakované stanovovat
[Inamura et al., 2016]. Asi nejdllezitéjsi pro jejich klinické vyuZiti je, Ze hladiny miRNA
nachazejici se v extraceluldarnim prostoru odrazeji déje odehravajici se uvniti bunék organismu

[Mitchell et al., 2008].

5.2.1 Biogeneze miRNA

Molekuly miRNA jsou kédované jadernym genomem, dosud bylo popsdno vice nez 2,5 tisice
genl pro rdzné miRNA. Jejich biogeneze probiha jak v jadre, tak v cytoplazmé [Lee et al., 2002].
Prvnim krokem biogeneze miRNA je transkripce primarni miRNA (pri-miRNA) v jadre. Pri-
miRNA ma vldasenkovou strukturu, kterd je ohrani¢ena na 5‘ konci 7-metylguanosinem (m7G)
a na 3 konci polyA sekvenci. Tato az nékolik set nukleotid(i dlouha molekula je dale sestfizena
v prekurzorovou miRNA (pre-miRNA) a poté exportovdna pomoci proteinu exportin-5 do
cytoplazmy. Exportin-5 je v pritomnosti kofaktoru Ran (Ras-related nuclear protein) vazan
s GTP. Pomoci enzymu Ran-GTPaza dochazi k hydrolyze Ran-GTP na Ran-GDP, coZ zpUsobi
aktivaci proteinu exportin-5, ktery poté exportuje pre-miRNA do cytoplazmy, kde dochazi
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k maturaci do dvouretézcové miRNA. Jeden retézec byvd oznacovany jako vedouci retézec
(guide strand) a je vkladan za ucasti komplexu Dicer(RN4za I11)-TRBP (Transactivating Response
RNA-Binding Protein) do multiproteinového komplexu RISC (RNA-induced silencing complex).
Druhy fetézec se oznacuje jako doprovodny fetézec (passenger strand) a podléha degradaci
[Ro et al., 2007; Chendrimada et al., 2005; Bohnsack et al., 2004]. miRISC je multiproteinovy
komplex obsahujici molekulu miRNA, ktera realizuje svou funkci komplementarnim navazanim
na konkrétni misto na mRNA. VétSina molekul miRNA realizuje svoji regulacni funkci
prostfednictvim vazby v 3‘ neprekladané oblasti (3'UTR, untranslated region) mRNA, kde je
regulace genové exprese nejucinnéjsi [Schwarz et al., 2003]. Hlavni soucasti
multiproteinového komplexu miRISC, ktera umoznuje jeho funkci, jsou proteiny rodiny
Argonaut (Ago). Ago proteiny maji endonukledzovou aktivitu, kterou pak uplatiuji proti cilové
MRNA. Interakce miRNA s komplexem RISC je zprostfedkovana navazanim proteinu Ago2 ke
komplexu Dicer-TRBP. Poté dojde k navdzani na fetézec miRNA, ktery je pfenesen s Ago2 do
RISC komplexu (RNA-induced silencing complex), [Chendrimada et al., 2005; Gregory et al.,
2005]. V zavislosti na komplementarité vazby mezi miRNA a cilovou mRNA dochazi bud
k degradaci mRNA katalyzovanou proteinem Ago2 pfi uplné komplementarité, zatimco

neuplna komplementarita byva spojena s inhibici translace [Carthew a Sontheimer, 2009].

Kromé vySe popsané kanonické biogeneze existuji i alternativni, méné casté cesty biogeneze
miRNA. Méné castou, nekanonickou biogenezi je mikroprocesor-independentni cesta, kdy je
pre-miRNA vystfiZzena z mirtrond. V tomto ptipadé je genetickd informace pro miRNA uloZena
vintronu a po sestfihu jiz funguje jako pre-miRNA. Pre-miRNA je poté prenesena pomoci
proteinu exportin-5 do cytoplazmy a déle uz biogeneze pokracuje stejnym zplisobem jako u
kanonické drahy (Obrazek 1), [Okamura et al., 2007; Yang a Lai, 2011]. Dalsi mozZnosti
biogeneze je dicer-independentni draha, kde se na pre-miRNA po jejim preneseni do
cytoplazmy véaze Ago2 a poly(A)-specificka ribonukledza PARN, které ji zkrati a rozdéli na

vedouci a doprovodné vlakno [Cifuentes et al., 2010].
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Obrazek 1 — Kanonicka a nekanonicka cesta biogeneze miRNA (upraveno podle Huang et al.,

2013)

Molekuly miRNA se tedy nepochybné vyznamné podileji na posttranskripcéni regulaci genové
exprese. Bylo zjisténo, Ze regulace prostiednictvim molekul miRNA je velice komplexni a
provdazana. Dany typ molekuly miRNA mUZe regulovat stovky gend a zdroven jeden gen muze
byt regulovan vice rGznymi molekulami miRNA [Lu et al., 2018]. Pro popsani tohoto
komplexniho zplsobu regulace genové exprese byla vytvorena tzv. ceRNA hypotéza
(competing endogenous RNA). Tato hypotéza se snazi mechanismus regulace biologickych
procesll a vztah mezi mRNA a miRNA objasnit pomoci tzv. MRE elementl (miRNA response
elements). miRNA se paruji s komplementdrnimi misty cilovych RNA, MRE elementy a reguluji

tak genovou expresi [Jiang et al., 2020]. JiZ bylo zminéno, lidsky genom obsahuje vice nez 2500
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genl pro miRNA, které, jak se postupné ukazuje, reguluji pfiblizné 60 % protein kddujicich

gend.

Jako regulatory genové exprese se miRNA podili na fizeni vSech zakladnich bunécnych funkci
a jejich dysregulace byla popsana u fady nejen onkologickych onemocnéni. Mnoho studii
popsalo zmény v expresi miRNA a jejich zapojeni do karcinogeneze, progrese nadoru, vyvoje
metastdz a jejich vztahu k progndze a ucinklim lécby u fady nddorovych onemocnéni [Inamura
et al., 2016; Montagnana et al., 2017]. MIiRNA v karcinogenezi mohou vykazovat jak
onkogenni, tak tumor supresorovou funkci. Jako onkogenni miRNA oznacujeme ty, které
prevaziné reguluji expresi tumorsupresorovych gent nebo gend, které kontroluji bunéénou
diferenciaci a apoptdzu. Onkogenni miRNA byvaji v nadorech nadmérné exprimovany
[Espinosa a Slack, 2006]. Naopak, jako tumor supresorové miRNA oznacujeme ty, které
reguluji expresi protoonkogen(. Hladiny tumorsupresorovych miRNA byvaji v nddorové tkani

oproti normalni tkani vyrazné snizené [Shenouda a Alahari, 2009].

Existuje nékolik mechanism( podilejicich se na vzniku aberantnich expresnich hladin miRNA.
PFicinou mohou byt genetické zmény zahrnujici chromozomalni aberace, nebo mutace genu
pro miRNA, ¢i epigenetické zmény, predevsim hypermetylace promotor(i a zmény v biogenezi
miRNA [Lee a Dutta, 2009]. Studium miRNA v riznych typech nador(i ukazalo velkou variabilitu
v dysregulaci miRNA. Nicméné se zda pravdépodobné, Ze urcité typy nadorld maji
charakteristicky profil exprese miRNA. Bylo zjisténo, Ze nékteré miRNA jsou specifické pro

konkrétni typ nadoru, jiné se vyskytuji ve vice nadorovych typech [Wu et al., 2007].
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5.3 Mediatorova RNA

MRNA jsou jednovlaknové molekuly RNA, které spolecné s nekodujicimi molekulami RNA
vznikaji procesem transkripce, tedy prfepisem molekuly DNA do molekuly RNA. Primarni
transkript (pre-mRNA) vznikd na principu komplementarity k antisense vldknu DNA a
polymerace probiha, stejné jako pfi syntéze vlakna DNA, ve sméru 5= 3. Svoji sekvenci
odpovida sense vlaknu DNA a obsahuje i neprekladané, tzv. intervenujici sekvence, které jsou
nasledné vystfizeny pUsobenim komplexu zvaného spliceozom. Vysledkem Uprav molekuly
pre-mRNA je molekula mRNA, ktera vstupuje za ucasti exportniho faktoru Mex67 do
cytoplazmy eukaryotickych bunék, kde je jeji informace béhem procesu translace prekladana
do molekuly proteinu [Xie a Ren, 2019]. Bylo zjisténo, Ze vice nez 98 % veskeré transkribované
RNA neni translatovano v protein, vétSina transkriptl je predstavovana nekddujici RNA
(ncRNA). V poslednich dvou dekadach byly objeveny tisice genl pro nekddujici RNA zahrnujici
zejména geny pro miRNA a IncRNA. S uvedenym souvisi zjisténi, Ze prestoze kddujici sekvence

DNA zahrnuji pouze 1,5 % genomu, celkové je transkripcné aktivnich 80 % genomu.

Ukazalo se, Ze velkd ¢ast nekddujicich RNA hraje zasadni roli v transkripCni a postranskripcni
regulaci genové exprese, tzn. ve fyziologii normdlniho bunécného vyvoje a procesech
probihajici v bunce, ale i patologickych procesech, jako je deregulace bunécného cyklu a

apoptdzy, tedy procesech nadorové transformace [Taft et al., 2010].

Transkripce je u eukaryotickych bunék iniciovana navazanim nékolika transkripénich faktort a
RNA polymerazy Il v oblasti promotoru pracovniho vidkna DNA. RNA polymerdza rozeznava
specifické sekvence promotoru a vaze se tak na DNA. Jedna z nejc¢astéjSich promotorovych
sekvenci je TATA-box, jeho konsensualni sekvence je TATAAAA. Dalsi castym Usekem DNA
leZicim v eukaryotickém promotoru je CAAT-box, jehoZ sekvence je GGCCAATC a vaze se na
néj transkripcni faktor CTFNF1 nebo GC-box se sekvenci GGGCGG, na ktery se vaze transkripcni
faktor SP1. Jednotlivé interakce s promotorem vedou ke zménam konformaci jednotlivych
proteinl, coZ podnécuje vznik novych vazebnych mist pro dalsi faktor. Faktory ovliviujici
genovou expresi rozliSujeme na tzv. cis a trans elementy. Jako Cis regulacni elementy,
oznacujeme sekvence promotor(i, enhancer(i nebo silencerd, jsou to oblasti nekddujici DNA,

které reguluji transkripci blizkych gend. Oproti tomu, trans regulacni elementy jsou sekvence
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DNA koduijici reguldtory (trans pusobici faktory, napt. transkripéni faktory), které modifikuji
nebo reguluji expresi vzdalenych genu. Ve vétsiné pripadd, trans pUsobici faktory interaguji
s cis regulacnimi sekvencemi a reguluji tak genovou expresi [Wang et al., 2019]. Fosforylace
RNA polymerazy Il vyvold vyznamnou konformacni zménu celého komplexu a zahaji tak
transkripci. Transkripci genu vznikd primarni transkript pre-mRNA, ktery podléha dalSim

posttranskripCnim Upravam a je upraven na funkéni molekulu mRNA.

V eukaryotickych bunkach se na rozdil od prokaryotickych bunék na transkripci podili
transkripcni faktory a 3 typy RNA polymerdz. VSechny mRNA a vétSina regulacnich,
neprekladanych RNA jsou syntetizovany RNA polymerazou ll, tyto transkripty obvykle nizké
hladiny expresi a tvofi pouze zhruba 5-10 % vSech bunécnych RNA. Nejhojnéjsim typem RNA
je ribozomalni RNA (rRNA), kterd je produkovand RNA polymerazou I. Kratké nekddujici RNA

(pfedevsim tRNA a 55 rRNA) jsou syntetizované RNA polymerazou Il [Khatter et al., 2017].

5.3.1 hnRNA

V literature se mUzeme také setkat s terminem heterogenni jaderna RNA (hnRNA). Jak jiz bylo
zminéno vyse, transkripci eukaryotického genu vznikd prekurzor budouci mRNA, primarni
transkript pre-mRNA. Soubor vSech pre-mRNA z mnoha gen(l v buné¢ném jadre oznacujeme
terminem heterogenni jadernd RNA (hnRNA). Jedna se o smés primarnich transkriptd RNA
molekul riznych délek, které jesté nepodstoupily posttranskripéni Upravy a jsou tak podstatné

delsi nez délka vlastnich mRNA [Alberts et al., 2013].
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5.4 Posttranskri¢ni tpravy pre-mRNA

Cilem postranskripcnich Uprav je stabilizace molekuly RNA a dosazZeni struktury, pfipravené
pro translaci genetické informace. Oddéleni transkripce a translace jadernou membranou
umoZznuje spozitéjsi fizeni genové exprese, které je zifejmé jednim z faktor( evoluce organismu

od jednobunécnych ke sloZzitym mnohobunéénym organismdm, jako je lidsky druh.

5.4.1 P¥ipojeni cepicky a polyadenylace

Prvni postranskripéni Upravy se tykaji obou koncl primarniho transkriptu. Nejdfive dochazi
k navazani nukleosidu 7-methylguanosinu (m7G) na prvni nukleotid 5°-konce primarniho
transkriptu, ktery je nasledné methylovan a vznika tzv. Cepicka, ktera chrani retézec pred
Stépenim exonukleaz. Ihned po dokonceni transkripce dochazi i k vyrazné upravé 3’-konce
primarniho transkriptu, kde dochazi k polyadenylaci. 3’-konec nastépen specifickou
ribonukledzou a nasledné je na tento nové vytvoreny konec pridana sekvence az 250
nukleotidl adeninu. Vznika tzv. poly(A)-konec, ktery také chrani molekulu mRNA pred
enzymatickym pUsobenim exonukledz a podili se na fizeni transportu mRNA z jadra [Alberts et

al., 2013].

5.4.2 Sestfih prekurzorové mRNA

Sestfih pre-mRNA je pfisné regulovany proces, ktery nasleduje po transkripci gend a predchazi
translaci mRNA do protein(i. Primarni transkript obsahuje kddujici sekvence - exony,
preruSované nekodujicimi sekvencemi - introny. Jesté v jadre prodélava pre-mRNA proces
splicing neboli sesttih, kdy dochazi k vystfizeni intrond a spojeni exon( ligaci za vzniku mRNA,

ktera je poté transportovana do cytoplazmy, kde dochazi k translaci do proteinu.

Sestfih probihd plsobenim spliceozomu, jadernych enzymovych komplex(, které obsahuji

malé jaderné RNA (snRNA) a fadu dalSich proteinG [Lund a Kjems, 2002]. U vétSiny
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eukaryotnich organismU existuji dva typy spliceozomi, U2-dependentni a U12-dependentni.
U2-dependentni spliceozom se skladd zU1, U2, U4, U5 a U6 snRNA a ucastni se tzv.
kanonického sestrihu, ktery zajistuje vystfizeni U2 typu intron(, které se vyskytuji ve vétsiné
eukaryotnich gen(l. U12-dependentni spliceozom skladajicise zU11, U12, Udatac, U5 a Ubatac
snRNP, se podili na sestfihu U12 typu intronl, které tvofi minoritni podil intron(

v eukaryotnich genech [Sheth et al., 2006].

K sestfihu dochazi na rozhrani 3" konce exonu a 5" konce intronu, kde se nachdzi 5’ sesttfihové
misto, jehoZ obecna konsenzualni sekvence je u obratlovcd AAG/GUAAGU. Rozpoznani tohoto

mista je zcela klicové pro spravné probihajici sestfih, ktery zajistuje U1 snRNA.

Introny jsou z pre-mRNA odstrafiovany ve dvou po sobé jdoucich transesterifikacnich reakcich,
pfi kterych dochazi k preméné fosfatového esteru. Pfi prvni reakci dochazi k vytvoreni 2°-5
fosfodiesterové vazby mezi 2° hydroxylovou skupinou adenosinu ve vétvicim se bodé a 5’
koncovym nukleotidem intronu, ¢imz vznika lasovita struktura intronu. Druha reakce probiha
mezi 3" hydroxylovou skupinou na 3" konci exonu pred odstranovanym intronem. Dochazi
k rozStépeni fosfodiesterové vazby a vytvari se nova fosfodiesterova vazba mezi 5" exonem a
3" exonem. Dochazi tedy ke spojeni exonl dohromady a k uvolnéni intronu zlasa. Po
dokonceni druhé reakce dochazi k rozvolnéni spliceozomu a jeho komponenty obnoveny pro

dalsi sestfih [Nilsen, 2003; Padgett et al., 1984].

5.4.3 Alternativni sestfih

Sestfih pre-mRNA muZe probihat dvéma zpUsoby — konstitutivné nebo alternativné. Nékteré
exony se v mRNA vyskytuji vidy a jejich sestfih je konstitutivni. Nékteré exony se mohou
vyskytovat alternativné, to znamen3, Ze urcita sekvence se v jedné molekule muZe chovat jako
exon, zatimco v jiné jako intron. To muZe probihat ve stejné burce, takZe z jednoho genu,
jedné pre-mRNA, mohou vzniknout rdzné formy mRNA, které pokud koduji proteiny, pfispivaji
k rozmanitosti a specializovanosti proteomu. Jeden gen se muZe odliSné exprimovat v rliznych
tkanich. V takovém pfipadé se jedna o tkanové specificky alternativni sestfih. Alternativni
sesttih odpovida za fakt, Ze pocet rliznych protein( je vyrazné vyssi nez pocet genu [Alberts et
al., 2013; Johnson et al., 2003].
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5.4.4 Editace mRNA

Béhem sestfihovych procestd dochazi k vyraznému zkrdceni primarniho transkriptu a jeho
reorganizaci do findlni translatované sekvence. Je velmi zajimavé, Ze i v této fazi genové
exprese muzZe byt upravovana také sekvence finalni mRNA, a to procesem editace RNA. P¥i
tomto procesu dochdzi k zaméné nékterych nukleotidl, ¢imz dochazi ke zméné sekvence,
kterd byla plivodné prepsana podle DNA a méni se tak jeji plivodni smysl. Sekvence RNA uz
tedy zcela neodpovida sekvenci genu, ktery ji byl pfedlohou. Podle editované RNA nasledné
probiha translace do proteinu. V dlsledku editace RNA muzZe tedy dojit k translaci rliznych
proteint podle plvodné jediného genu a predstavuje tak dalsi zdroj variability proteomu

[Zadrazil, 2007].

5.4.5 Nonsense mediated decay

Béhem genové exprese muize dochazet k procesnim chybam na rGznych molekularnich
urovnich. Ztohoto dlvodu si eukaryotické buriky vytvofili rdzné kontrolni mechanismy,
jednim z téchto mechanism( je nonsense mediated decay (NMD), posttranskripéni proces,
ktery kontroluje kvalitu transkriptomu a udrZzuje bunéénou homeostdzu eliminaci transkripta,
které obsahuji predcasné zarazené terminacni kodony (PTC, premature termination codon)

v mRNA. Takové defektni mRNA degraduje.

Predcasné zarazené terminacni kodony mohou vznikat v disledku nonsense a posunovych
mutaci v sekvenci DNA nebo v disledku abnormalniho splicingu nebo transkripce. Funkci NMD
je zabranit translaci aberantnich transkriptli, které by mohly produkovat C-terminalné

zkracené a potencialné Skodlivé proteiny [Chang et al., 2007].

NMD chrani buriku pred pusobenim zkracenych proteind, které mohou mit dominantné
negativni efekt nebo se mohou projevovat mechanismem gain-of function. Tento kontrolni
mechanismus je schopen regulovat fenotyp rlznych genetickych onemocnéni vcetné

nadorovych onemocnéni [Frischmeyer a Dietz, 1999].
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Za predcasné zarazeny terminacni kodon se povaZuje triplet leZici vice jak 50 nukleotid(
protismérné od 5 konce posledniho exonu. Pfed samotnym rozpoznanim takového kodonu
dochazi k sestfihu pre-mRNA na mRNA. Pfi sestfihu se odstrani introny a jednotlivé spoje mezi
exony se oznaci navdzanim EJC komplexu (exon-junction complex). EJC je proteinovy komplex
nachazejici se ve spliceozomu 20 - 24 nukleotidl protismérné od exonovych spoju. Ribozom
posouva EJC komplexy po molekule mRNA, dokud nenarazi na terminacni kodon. Pokud se
terminacni kodon nachazi v blizkosti konce exonu, je funkci ribozomu odstranit vSechny EJC
komplexy. Po odstranéni EJC komplex( probéhne translace molekuly mRNA v protein. Pokud
pfi translaci ribozomem nedojde k odstranéni tohoto komplexu, aktivuje se NMD
mechanismus a dojde k degradaci molekuly. To nastane v pfipadé, Ze se terminacni kodon
nachazi vice jak 50 nukleotidd protismérné od 5° konce exonu. Ribozom se zastavi na
predcasné zafazeném kodonu, nedojde k vyvazani EJC komplexu a molekula mRNA podléha

degradaci prostfednictvim NMD mechanismu [Hillman et al., 2004].
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5.5 Metody stanoveni exprese RNA

Jak jiz bylo zminéno, posledni dvé dekady jsou nejcastéji pouzivané metody pro hodnoceni
genoveé exprese zaloZzeny na reverzni transkripci nasledované polymerazovou retézovou reakci
(RT real-time PCR). Tento pfistup umoznuje kvantifikaci genové exprese na urovni mRNA,
miRNA, stanoveni poctu kopii sledovaného genu, ale i kvalitativni analyzu napfiklad pfi
stanoveni mutaci nebo polymorfismu. Vyhodou této metody je absolutni kvantifikace pomoci
standardni kfivky, tedy stanoveni absolutniho mnozstvi urcité cilové sekvence nukleové
kyseliny ve vzorku. Podstatou metody PCR je mnohonasobnd amplifikace sekvence molekuly
DNA ohranicené tzv. primery — kratkymi syntetickymi oligonukleotidy slouZicimi také jako
startovaci oc¢ka. Syntéza nového vlakna probiha za stfidani teplot a pomoci termostabilni DNA
polymerdzy, ktera pridava nové nukleotidy na 3" konec nové vznikajiciho vldkna. Nicméné, jak
bude zminéno dale, k detekci marker( na uUrovni exprese RNA se pouzivaji také metody

izotermické amplifikace s odliSnou koncepci primerda.

Metoda RT real-time PCR se béiné vyuziva pfi detekci miRNA. Vzhledem k jejich kratké
velikosti, ale neni moZzno pouzit standartni primery, protoze by pokryvaly jejich témér celou
sekvenci anebo by byly naopak moc kratké, a tedy malo specifické. Proto je potfeba pouzit

specialni prodluzujici primery.

V soucasné dobé se rozviji metoda digitdlni PCR (ddPCR), nékdy oznacovana jako treti
generace PCR. Princip digitalni PCR spociva v rozdéleni analyzovaného vzorku do velkého
poctu reakénich alikvétl (lipidickou membranou obalenych kulicek), ve kterych probéhne
vlastni amplifikace. Tato metoda umoznuje absolutni kvantifikaci hladin DNA bez nutnosti
kalibrac¢ni kfivky a vzhledem ke své vysokeé citlivosti, dokaze detekovat i nizké hladiny DNA, coz
je idedlni pro detekci ctDNA jako biomarkeru u nadorovych onemocnéni. Digitalni PCR
muzeme pouZit i pro detekci amplifikace gen(, které se podileji na nddorové transformaci,
predevsim onkogend, jejichz detekce muzZe pfispét k diagnostice onemocnéni a mlze mit

prognosticky nebo prediktivni vyznam [Fialova et al., 2019].

Novéjsi pristupy v experimentalni onkologii vyuZivaji modernéjsi technologie umoznujici
paralelni analyzu velkého poctu gend nebo proteind béhem jediného experimentu — tzv.

funkcni genomiku a proteomiku. Mezi tyto metody se radi expresni microarraye neboli DNA
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Cipy, které dokazi paralelné analyzovat expresi tisicli gent a detekovat zmény v expresi téchto
genl u dvou ¢i vice vzorkd, napf. mezi nddorovou a zdravou tkani. Princip techniky spociva v
hybridizaci mezi vzorkem DNA (napfiklad cDNA) a sekvencné specifickymi DNA sondami, které

jsou navazany na povrchu Cipu.

PFi pouZiti tzv. cDNA Cipu je potieba fluorescenéné znacena cDNA pomoci fluorochrom(. Pro
hybridizaci k DNA Cipu se pouzivaji dva vzorky, jeden kontrolni (nenddorovy) a druhy
zkoumany (nadorovy) vzorek, ktery se porovnava s kontrolnim vzorkem. Kazdd cDNA populace
je znacena jinym fluorescenénim barvivem, obé populace jsou nasledné smichany v poméru
1:1 a po naneseni hybridizacniho roztoku naneseny na Cip, kde pobiha hybridizace k sondam
na povrchu Cipu. Z pomérl fluorescentnich signdlu na hybridizovaném cipu lze potom
identifikovat geny nadmérné nebo naopak redukované exprimované v pfislusnych vzorcich.
Druhym moznym typem jsou oligonukelotidové Cipy vyrabéné napfr. firmami Affymetrix nebo
Agilent. Tyto DNA Cipy jsou zaloZzené na syntéze 25 nukleotidovych sond pfimo na povrchu

¢ipu [Cizkova, 2005; Hatina, 2005].

V posledni dekadé je do klinické praxe zavadéna vysoce citliva metoda OSNA, ktera je zaloZena
na reverzni transkripci nasledované izotermickou amplifikaci cytokeratinu 19 (CK 19) mRNA
pomoci metodiky tzv. izotermické amplifikace zprostfedkované smyckou (LAMP). Stanoveni
markeru CK 19 je provedeno touto metodou pomoci tfi parl CK 19 specifickych primeru.
Metoda OSNA detekuje prostrfednictvim tohoto markeru pfitomnost ndadorovych bunék
epitelidlniho plvodu v lymfatickych uzlinach. Hlavni vyhodou tohoto metodického pfistupu je,
Ze analyza je provedena v kompletni vySetfované tkani (homogenat), nikoli v fezech ziskanych
prokrdjenim vysSetfované tkané, coz vede k eliminaci moznosti minuti mikrometastazy ulozené
mimo zkoumanou linii fez(. Cytokeratin 19 (CK19) je keratin typu I, ktery je pfitomny jak
v normalnich epitelidlnich bunkach, tak v burikdch epitelidlnich tumor( a jejich metastdz,
nikoliv ale v lymfatickych uzlinach, proto je vhodnym biomarkerem pro detekci mikrometastaz

a makromestaz [Peréz et al., 2019].

V soucasné dobé jsou stale vice vyuZivany technologie umoZiujici detekci exprese celého
lidského genomu, které nabizeji znaéné moznosti pro onkologicky vyzkum i klinickou praxi.
Tyto metody patfi mezi metody sekvenovdni nové generace (NGS). Oproti tradi¢nim

sekvenac¢nim metodam, které jsou vzdy cilené na konkrétni gen (vyjimecné geny), dokdzi
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sekvenacni metody nové generace analyzovat vice gend, pfipadné cely genom béhem
jediného experimentu. Pomoci NGS Ize analyzovat sekvenaci genomové DNA nebo jeji ¢asti
s cilem identifikovat jednonukleotidové zdmény (SNV), variabilitu v poctu kopii gen(i (CNV)
nebo kratké inzerce a delece (indels). Druhou moznosti je sekvenace transkriptomu (RNA-
sequencing), soubor vsech transkriptl v burice, diky které muZeme detekovat fuzni geny
pomoci analyzy nadorové RNA. Jednd se vlastné o analyzu sekvence cDNA prepsané RNA
reverzni transkripci. Prvnim krokem NSG je pfiprava vzorku DNA, kdy je DNA fragmentovana
na Useky nékolik set bazi dlouhé. Na konce vzniklych fragmentl se poté navdZou adaptorové
sekvence, které umozni jejich amplifikaci pomoci PCR metody a fixaci na solidni povrch. Ve
druhém kroku jsou pak amplifikované fragmenty DNA paralelné sekvenovany a nasledné
analyzovany. VySetfované sekvence jsou porovnavany s referencnim genomem. Poté se

hledaji pfipadné zmény v sekvenovaném vzorku DNA [Slaby, 2018].
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5.6 Tekuta biopsie

S rozvojem znalosti procesu karcinogeneze a s tim souvisejici identifikaci mutaci DNA, které
jsou jednou z hybnych sil tohoto procesu, jsou hledany a nachazeny latky, schopné interagovat
a blokovat pfislusné onkoproteiny a aktivované drahy a tim blokovat proliferaci a rust
nadorovych bunék. S uplatnénim téchto Iéciv je spojeno stanoveni pritomnosti pfislusnych
mutaci jako prediktor( IéCby. Pro klinické uplatnéni je samoziejmé vhodné ziskat moznost
opakovaného testovani pfitomnosti danych mutaci — biomarkeru. Z tohoto hlediska se pro
odbér jako nejvhodnéjsi jevi periferni krev. Obor dlouhodobé se vénujici stanoveni
nukleovych kyselin jako biomarker( v krvi plasobil pod zkratkou CNAPS (Circulating Nucleic
Acids in Plasma and Serum). Nicméné v soucasnosti se pro stanoveni téchto biomarkeru (a

nejen nukleovych kyselin) vZil termin tekutd biopsie (liquid biopsy).

Tekuta biopsie umoziuje detekovat, analyzovat a monitorovat nadorové onemocnéni na
zakladé analyzy molekul a struktur uvolnénych z nadorové tkané do rliznych télnich tekutin
jako je napf. periferni krev nebo moc. Tekutda biopsie prfedstavuje minimalné invazivni

metodu.

Tento pristup diive zaméroval predevsim na detekci cirkulujicich nadorovych bunék (CTC), tzn.
bunék v periferni cirkulaci pochazejicich z primarniho nadoru nebo metastazujici l1éze, které
putuji krevnim obéhem do dalSich ¢asti téla. Hladiny cirkulujicich nadorovych bunék jsou
popisovany jako prognosticky marker pro pacienty rdznych nadorovych onemocnéni a po
detekci jejich hladin a zahajeni 1é¢by prfedstavuji vhodny marker monitorovani odpovédi na

[é¢bu [Alimirzaie et al., 2019].

V soucasné dobé se pfistup tekuté biopsie zaméruje zejména na analyzu nukleovych kyselin
uvoliovanych naddorem, oznacovanych jako ctDNA (cirkulujici nadorova DNA), coz je DNA
obsahujici stejné zmény jako v nddorové tkani, cf-mRNA nebo nekddujici cf-ncRNA [Poulet et

al., 2019].

Nukleové kyseliny v krvi nemusi byt pouze v podobé volnych molekul, mohou byt také
obsazeny v extracelularnich membranovych vezikulech, kde jsou chranény pred plisobenim

nukledz. Tyto membranové struktury zprostifedkovavaji mezibunéénou komunikaci a mohou
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byt uvolfiovany jak ze zdravych, tak nadorovych bunék. Na zakladé jejich velikosti a plivodu se

déli na exozomy, mikrovezikuly a apoptoticka téliska.

Exozomy jsou typem extracelularnich vezikul( endocytického ptvodu o velikosti zhruba 30 az
100 nm, které hraji dllezitou roli pfi vyméné molekularnich informaci mezi burikami. Jak za
fyziologickych, tak patologickych podminek mohou byt exozomy uvolfiovany raznymi typy
bunék véetné bunék imunitniho systému, kmenovych bunék a nddorovych bunék. Exozomy
odvozené od normadlnich bunék se uplatiuji pfi udrzovani homeostazy [Cui et al., 2017].
Exozomy odvozené od nadorovych bunék jsou detekovatelné v krvi onkologickych pacientt
obsahujici fadu molekul, jak jiz bylo fe¢eno nukleové kyseliny, proteiny a lipidy, které jak se
ukazalo, dobre koreluji s progresi nddoru, angiogenezi nebo vyskytem metastdz. Exozomy jsou
povazovany za mediatory genetické vymény mezi heterogennimi populacemi nadorovych
bunék. Druhym typem membrdnovych vezikull jsou mikrovezikuly, které vznikaji pu¢enim

plazmatické membrany.

Apoptoticka téliska vznikaji pfi rozpadu bunék programovanou bunécnou smrti a obsahuji
fragmenty puvodnich bunék véetné DNA, RNA, protein(i a bunécnych organel. Apoptotickd
téliska jsou uvolfovana vsemi typy bunék a jsou postupné odstrafiovana fagocytdzou [Pos et

al., 2018].

DNA m{zZe byt uvolfiovana také z cirkulujicich nukleozom, cozZ jsou komplexy DNA a proteind,
které jsou vysledkem Stépeni chromozomalni DNA béhem apoptdzy. Jedna se o fragmenty
dvouvldknové DNA, které jsou obaleny kolem histonového oktameru. DNA, ktera se pfimo
vaze na nukleozomy, je chrdnéna pred pusobenim nukledz, a proto se v cirkulaci vyskytuje ve
formé mono a oligonukleozomovych fragment(i. Nukleozomové usporaddni se liSi mezi
rdznymi burikami v zavislosti na tkanové specifické genové expresi. To je zplisobeno tim, Ze se
nukleozomy nachazeji v blizkosti mist, kde zacina transkripce, v mistech, kde se transkripcni
faktory vazi na DNA. Tyto faktory chrani DNA pred plsobenim nukledz béhem apoptdzy
vedouci ke specifické fragmentacni strukture, ktera poskytuje informace o plvodu tkdné této

cfDNA [Pos et al., 2018].

VySe uvedené ukazuje, jak pestra paleta ¢astic a molekul je uvoliovdna nadorovou tkani.
Pfedpoklada se, Ze tekuta biopsie svym zplisobem odrazi komplexné molekuly obsazené v celé

nadorové tkani, mysleno ve vSech ¢astech a tim padem svym zpUsobem odrdZi i nadorovou
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heterogenitu. Dale je mozno také fict, Ze tekuta biopsie umozniuje sledovani vyvoje nadoru

v redlném case.

5.6.1 Komponenty tekuté biopsie

Vzhledem ke vztahu efektivniho podani cilené 1é¢by a pritomnosti, resp. absenci mutaci DNA
daného genu, upind se pozornost, i zdlvodu vysoké stability molekul DNA v télnich
tekutinach, predevsim ke stanoveni volné cirkulujici DNA, resp. volné nadorové DNA. Jde o
kratké extraceluldrni fragmenty dvouvlaknové molekuly DNA, které jsou volné pfitomné v krvi
a dalSich télnich tekutinach. U zdravych jedincl se cfDNA vyskytuje v krvi ve velmi nizkych
koncentracich. K uvolnéni téchto fragmentl do krve dochdzi apoptézou nebo nekrdzou.
Vyrazné zvysené hladiny cfDNA jsou Casto detekované u pacient(i s nadorovym onemocnénim,
predevsim pak u pacientl s metastazami [Jahr et al., 2001]. Nicméné pouze detekce cirkulujici
nadorové DNA (ctDNA), predstavuje dostatecné specificky a senzitivni pristup. CtDNA tvofri
minoritni subpopulaci celkové cirkulujici DNA u jedinci s nddorovym onemocnénim. Zvysené
hladiny cfDNA v krvi mohou slouZit jako diagnosticky nastroj, zatimco analyza ctDNA mze
slouzit i jako prediktivni a prognosticky nastroj. Vzhledem k tomu, Zze ctDNA ma v krvi kratky
polocas rozpadu, je mozné pomoci téchto hladin sledovat dynamicky vyvoj nadorové tkané

[Alimirzaie et al., 2019].

Na rozdil od DNA, jsou delSi molekuly RNA relativné nestabilni a nachylné k degradaci
odolnéjSimi ribonukledzami. Volna cirkulujici cfRNA mUlzZe také nachazet v extraceluldrnich
vezikulech, kde je mnohem stabilné;jsi, protoZe je chranéna pred degradaci plisobenim nukledz
[POs et al., 2018]. Predpoklada se také pritomnost neobalené cfRNA, v tomto pfipadé je ziejmé
stabilita podminéna tvorbou ribonukleoproteinovych komplexd. cfRNA mlze byt detekovdna
také v krevnich desti¢kach, které mohou obsahovat RNA sekretovanou nadorovou hmotou.
Tato nadorova RNA je schopnd rlznymi mechanismy zménit aktivitu krevnich desticek, které
pak jak naznacuji mnohé studie, hraji vyznamnou roli v progresi a rlstu nadoru, migraci a
metastazovani. Tyto typy krevnich desticek jsou oznacované jako ,,tumor-educated platelets”

(TEPs), [Alimirzaie et al., 2019].
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Detekce a analyza cfRNA zahrnujici jak koédujici, tak nekddujici RNA, by mohly poskytovat
cenné informace tykajici se profilu genové exprese nddoru, které nemusi odrdZet jen
somatické mutace na urovni DNA, ale i epigenetické zmény a zmény v bunécné signalizaci.
Analyza protein kodujici cf-mRNA je vyhodna diky jeji relativné vyssi koncentraci v krvi ve
srovnani s ctDNA, a to predevSim u pacientd vraném stadiu onemocnéni. Izolace RNA
z cirkulujicich nddorovych bunék mze byt také uzitecnd béhem sledovani |é¢by a rezistence

nadoru na lécbu.

Molekuly cf-mRNA jsou vSak oproti molekuldm miRNA fragmentované a méné zastoupené
v télnich tekutinach. To je jeden z divodU proc se v soucasnosti velkd ¢ast studii zaméruje na
analyzu malych nekddujicich RNA, zejména miRNA, které jsou v télnich tekutinach stabilnéjsi
a hojnéjsi, coz usnadnuje jejich detekci. | pres tyto limitace, byla cf-mRNA detekovana v krvi
onkologickych pacientl a ukazalo se, Zze m(ze hrat dalezitou roli v diagnostice a monitorovani
nadorového onemocnéni. Hladiny konkrétnich cf-mRNA jsou u onkologickych pacientt
zvysené, a proto detekce téchto hladin muze slouzit jako vhodny biomarker (Obrazek 2), [P6s

et al., 2018].
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Obrazek 2 — Komponenty tekuté biopsie (upraveno podle Sanchez-Herrero et al., 2020)
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6 Cile prace a hypotéza

Cilem disertacni prace bylo nalezeni prognostickych a prediktivnich biomarkerld pro
efektivnéjsi 1é¢bu onkologickych pacientl, a to u nemalobunécného plicniho karcinomu,
karcinomu endometria, kolorektalniho karcinomu, jaternich metastdz kolorektalniho
karcinomu, svétlobunécného renalniho karcinomu a sarkom(. Jako potencidlni biomarkery
byly detekovany molekuly RNA, a to jak mRNA, tak molekuly mikroRNA ze skupiny ncRNA, dale
ctDNA a nékteré proteiny. Zaroven jsem volila nejvhodnéjsi zplisob pro zpracovani

biologického materidlu a detekci vybranych biomarker(.

Zaméfili jsme se predevsim na ty molekuly, které jsou u solidnich nadord zapojené v procesu
karcinogeneze a jejichz hladiny v télnich tekutinach nebo pfimo v nadorové tkani by byly
schopné zpresnit staging onemocnéni, predpovédét dalsi vyvoj onemocnéni nebo odpovéd

pacienta na |éCbu.

Identifikace konkrétnich biomarkerd by méla pfispét k jejich zavedeni do klinické praxe a

zlepsit tak kvalitu a délku Zivota onkologickych pacient(.
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7 Solidni nadory

Nadorova onemocnéni predstavuji z hlediska incidence a dopadd, a to jak na Zivot jedince, tak
na spole¢nost, globalné vyznamny epidemiologicky problém. Celosvétové nejc¢astéjsi vyskyt
vykazuji karcinomy plic nasledované na druhém misté karcinomy prsu u Zen a kolorektalnimi
karcinomy na tretim misté. Spolu s nadory prsu patfi mezi nejrozsifenéjsi nadorova
onemocnéni u Zen také gynekologické zhoubné nadory, u muzd potom rakovina prostaty. Na
prednich prickach vyskytu i mortality se u obou pohlavi vyskytuje i rakovina jater a rendlni
karcinom [Bray et al., 2018]. Podle Narodniho onkologického registru (NOR) Ceské republiky,
patfi Ceska republika mezi onkologicky vice zatizené populace Evropy a incidence nadorovych

onemocnéni u nds z dlouhodobého pohledu stdle roste.

Vsechna tato vySe popsana nadorova onemocnéni reprezentuji solidni nadory. Jak jiz bylo
zminéno v Gvodu, vyzkumna prace na Ustavu biologie LF UK probihd za intenzivni spoluprace
s fadou klinickych pracovist Fakultni nemocnice Plzen. Na zdkladé této spoluprace vznikly
publikace zabyvajici se zodpovézenim otazek vedouci ke zpfesnéni progndzy onemocnéni,
spravnému zarazeni pacienta do TNM klasifikace, predpovézeni efektu |éCby nebo ¢asnému
zachytu recidivy. Soucasti disertace je také publikace zabyvajici se studiem rlznych stadii
nadorové transformace u sarkom( provddéné na bunécénych liniich, jejichz celogenomova
transkriptomickd analyza by mohla poskytnout informace o biologickych mechanismech
vzniku a progrese sarkom( a pomoci tak nalézt nové prognostické markery a potencidlni
terapeutické cile. Tato prace souvisi s &asti vyzkumu na Ustavu biologie LF UK v Plzni, vénuijici
se experimentalni biologii. V dalsi ¢asti textu jsou pro jednotliva onkologickda onemocnéni
uvedeny vysledky nalezenych prognostickych a prediktivnich biomarker(i a okomentované

prace publikované pfevazneé v ¢asopisech s impakt faktorem.
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7.1 Plicni nadory

Plicni nadory patfi mezi nej¢astéjsi onkologicka onemocnéni s vysokou mirou mortality také
v Ceské republice. V roce 2018 bylo v CR diagnostikovano 6 459 novych pfipad(i, co? &ini 79,3
muz( a 49,2 Zen na 100 000 obyvatel. Dlouhodoby trend mortality na toto onemocnéni je
velice podobny trendu incidence. V roce 2018 zemrelo v souvislosti s plicnim nadorem 5 275
osob, tedy 65,1 muzl a 34,7 Zen na 100 000 obyvatel, coZ predstavuje nejcasté;jsi pri¢inu dmrti
v ramci onkologickych onemocnéni [Krejci et al., 2018]. Jeden z divodU vysoké Uumrtnosti je
diagnostika v az pokrocilém stadiu onemocnéni. Karcinom plic je velice heterogenni skupina
nadorl, které mlzeme rozdélit na nékolik rGznych typl. Z histopatologického hlediska
muzeme plicni karcinomy rozdélit na dva zakladni typy — malobunécny plicni karcinom (Small-
cell lung cancer, SCLC) a nemalobunécny plicni karcinom (Non-small cell lung cancer, NSCLC).
Zhruba 85 % tvofi nemalobunécné plicni karcinomy, které se déli na nékolik dalSich podtypU a
to adenokarcinom, velkobunécny plicni karcinom a skvamézni plicni karcinom [Rodriguez-

Canales et al., 2016].

Radikalni chirurgicka Iécba, ktera poskytuje pacientovi jednoznacné nejlepsi vyhlidky na
dlouhodobé preziti je nejefektivnéjsi pro pacienty vI. a Il. stadiu. Avsak jak bylo feceno,
karcinom plic byva ¢asto diagnostikovan v pokrocilém stadiu onemocnéni, kdy jiz neni mozné
chirurgické odstranéni nddoru. Pacientiim téchto stadii je podavan néktery z [é¢ebnych rezim
chemoterapie, pfipadné chemoterapie v kombinaci s cilenou Ié¢bou. Chemoterapie zatim
zUstava zakladnim pilifem onkologické [é¢by téchto pacientll, proto predstavuje predikce
chemoterapie, pripadné zvyseni jeji ucinnosti, moznosti zkvalitnéni onkologické |écby.
Pacientim s omezenou moznosti resekce nadoru je podavdana paliativni Ié¢ba. Paliativni Ié¢ba
uzivana k |é¢bé pokrocilych stadii NSCLC, je poddvana pacientlim ve stadiu llIB, kdy byva ¢asto
kombinovdna s radioterapii a pacientim ve stadiu IV. Vyznam paliativni chemoterapie je
jednak v prodlouZeni preziti pacientu, ale také ve zmirnéni pfiznakli onemocnéni a zlepSeni
kvality Zivota [Skdcel et al., 2002]. Je znamo, Ze pacienti stejného stadia, kterym je poddvdana
stejnd |écba mohou mit rozdilnou Ié¢ebnou odpovéd. Proto je snaha o nalezeni vhodnych
markerd u plicnich karcinomd, jejichZz odhaleni by vedlo k lepsi predikci Ié¢ebné odpovédi a

prispélo by tak ke spravné volbé Iécby.
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Kromé nalezeni vhodnych biomarkerU, které by mély pomoci usnadnit vybér vhodné terapie
onkologickych pacient(, zUstava klicové spravné zarazeni pacienta do TNM klasifikace. TNM
klasifikace stanovuje presné klinické stadium onemocnéni, a proto spravné zarazeni pacienta
do TNM klasifikace hraje dllezitou roli pro zvoleni vhodné Ié¢by, sledovani [écebného efektu
a kontrolovani vyvoje onemocnéni [Carter et al., 2018]. Jednim z parametrl TNM klasifikace
je urceni rozsahu nadorového onemocnéni, a to zjisténim pritomnosti nadorovych bunék

v uzlinach. Uvedené detekuje novym zplisobem metoda OSNA (Sysmex, Kobe, Japonsko).

Metoda OSNA neni dosud v Ceské republice rutinné vyuzivana. V poslednich letech ale byla
v n&kterych statech (napft. Italie, Francie nebo Spanélsko) zavedena jako alternativni metoda
pro detekci nddorovych metastaz u karcinom prsu, Zaludku a kolorektalniho karcinomu. Dale
je zkouman jeji pfinos zavedeni pro dal$i malignity, jako je karcinom Stitné zlazy, endometria
nebo hlavy a krku. Dosud bylo publikovano nékolik ¢lank(i o moznosti zavedeni OSNA metody
u nemalobunécéného plicniho karcinomu (NSCLC), nicméné Zadna z publikaci k problematice
nepfistupovala komplexné, tzn. analyzou velkého poctu uzlin u velkého poctu pacientt
s klinicky uplatnitelnym systémem poolovani uzlin z jednotlivych region( plic (7.1.1), [Peréz et

al., 2019].

Cilem publikace ,Predictive relevance of miR-34a, miR-224 and miR-342 in patients with
advanced squamous cell carcinoma of the lung undergoing palliative chemotherapy” bylo
predpovédét ucinek paliativni chemoterapie pomoci vybranych molekul miRNA u pacientu se
skvamdznim plicnim karcinomem. Byly vybrdny takové miRNA, které jsou zapojené do procesu
vedoucich k rezistenci chemoterapie a podili se tak na patogenezi NSCLC (Tabulka 1). Zaméili
jsme se na hodnoceni vztahu mezi hladinami expresi vybranych molekul miRNA k celkové dobé

preZiti pacientd.
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Tabulka 1 - Vybrané miRNA a jejich zapojeni v patogenezi a 1é¢bé NSCLC

miRNA Vztah k NSCLC

miR15b Reguluje rezistenci k cisplatiné a metastazam cilenim PEBP4 v burikach
plicniho adenokarcinomu

miR21 Reguluje invazivitu a chemosenzitivitu bunék NSCLC prostfednictvim
SMAD

miR27a Vyssi expresni hladiny u rezistentnich pacientl k EGFR-TKI s pokrocilym
NSCLC

miR34a Zvysuje citlivost bunék plicniho nadoru k cisplatiné prostrednictvim
p53/miR34a/MYCN drahy

miR99a-3p Podporuje proliferaci, migraci a invazi bunécnych linii NSCLC

miR106a Poskytuje rezistenci na cisplatinu A549 bunkam v NSCLC

miR107 Reguluje cisplatinovou chemosenzitivitu A549 bunécnych linii cilenim
cyklin dependentni kinazy 8

miR143 Reguluje bunécnou apoptdzu v plicnim karcinomu cilenim PKCe

miR150 Downregulace indukuje inhibici bunécné proliferace a apoptdzy
v NSCLC cilenim BAK1

miR192 Reguluje chemorezistenci plicniho adenokarcinomu na kombinovanou
|éCbu gemcitabinem a cisplatinou cilenim Bcl-2

miR193a-3p Potlacuje metastazy NSCLC downregulaci signalni drahy
ERBB4/PIK3R3/mTOR/S6K2

miR211 Podporuje proliferaci NSCLC cilenim SRCIN1

miR218 Reguluje cisplatinovou chemosenzitivitu v NSCLC cilenim RUNX2

miR221 ZvySené exprimovana v agresivnim NSCLC, reguluje TRAIL rezistenci
prostrfednictvim PTEN a TIMP3

miR224 Zapojena do patogeneze plicniho nadoru prostrednictvim cileni
kaspazy-3 a kaspazy-7

miR342-3p Potlacuje proliferaci a invazi NSCLC cilenim RAPB2

miR375 Prediktivni pro odpovéd na |écbu NSCLC cisplatinou-vinorelbinem A
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Predikce efektu lécby byla zkoumdna analyzou patologem verifikovanych vzork( FFPE tkdné
NSCLC u 81 pacientt (74 muZzi a 7 Zen) v pozdnim stddiu (3B nebo 4) skvamozniho plicniho
karcinomu, ktefi podstoupili paliativni chemoterapii na bazi platinovych derivdti v kombinaci
s gemcitabinem nebo paklitaxelem. Jednd se o udrZovaci Ié¢bu, kterd je poddvdna pacientim
v pozdni fazi onemocnéni, kdy neni moZné jejich uplné vyléceni, ale cilem je zmirnéni obtizi.
Z FFPE vzork( bioptické tkdné byla izolovdna celkovd RNA. Exprese 17 vybranych miRNA byla
meérena pomoci reverzni transkripce a kvantitativni polymerdzové retézové reakce (RT real-

time PCR).

Po statistickém vyhodnoceni byl nalezen signifikantni vztah mezi hladinami exprese tfi miRNA
(miRNA-34a, -224 a -342) a celkovou dobou preZiti. Pomoci klastrové analyzy byly nalezeny
kombinace téchto miRNA a celkovou dobou preZiti. PouZitim bioinformatickych programi bylo
identifikovdno 6 geni regulovanych vsemi tfemi miRNA, vSechny tyto geny byly zapojené
v procesech requlace bunécného cyklu nebo oprav DNA, tedy procest deregulovanych béhem

karcinogeneze.

Nizké hladiny miR-342 a vysoké hladiny miR-34a a miR-224 spojené s kratsi dobou preZiti (OS)
u pacientl na zdkladé stavu koureni a zptsobu lécby. Nizkd hladina miR-342 byla spojena
s kratsi dobou preziti u kurdku. Vysokd hladina miR-34a byla spojena s kratsi dobou preZiti u
pacientd, ktefi podstoupili chemoterapii v kombinaci s gemcitabinem. Viysokd hladina miR-224
souvisela s kratsi dobou preZiti u pacientt, ktefi podstoupili chemoterapii v kombinaci
s radioterapii. Pomoci klastrové analyzy byly nalezeny kombinace téchto tii miRNA ve vztahu
k celkové dobé preZiti. Pacienti s vysokou hladinou exprese miR-224, miR-342 a miR-34a nebo
nizkou hladinou miR-224, miR-342 a miR-34a méli statisticky vyznamné kratsi preziti ve
srovndni s pacienty s jinou kombinaci exprese molekul miR-224, miR-342 a miR-34a, coz

podporuje platnost tzv. ceRNA hypotézy, (Obrdzek 3).
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Obrazek 3 - Srovndni celkové doby preziti u dvou skupin pacientll na zakladé hladin exprese
miR-224, miR-342, miR-34a. Pacienti s vysokymi nebo nizkymi hladinami vSech tfi miRNA méli
vyznamneé kratSi dobu preziti ve srovnani s pacienty s jinou kombinaci hladin exprese molekul

miR-224, miR-342 a miR-34a (upraveno podle Kulda et al., 2017).

V této studii se nadm podafilo nalézt miRNA ve vztahu k predikci ucinnosti chemoterapie. Zjistili
jsme, Ze efekt dané miRNA nezadvisi jen na jeji samotné hladiné, ale je téZ ovlivnén hladinou
jiné/jinych miRNA vytvdrejici spolecnou regulacni sit. Zarovern nds vysledek poukazuje na
problematicnost stanoveni miRNA jako jednotlivych markerd. Presnéjsi odpovédi na klinickou

otdzku by mohlo byt dosaZzeno kombinaci vice vzdjemné souvisejicich molekul miRNA neZ
pouze pomoci jednotlivych miRNA.
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7.1.1 OSNA pro detekci nadorovych bunék v uzlinach plicnich nadort

Pro optimdini onkologickou Iécbu zistava klicové sprdvné zarazeni pacienta do TNM
klasifikace. V publikaci ,,MuZe vysSetfeni lymfatickych uzlin metodou One-Step Nuclei Acid
Amplification zpresnit staging plicnich nddori?“ jsme se zaméfili na porovndni citlivosti
prikazu mikrometastdz v lymfatickych uzlindch primdrnich plicnich karcinomid a plicnich
metastdz kolorektdlnich karcinomu pouZitim metod OSNA, H&E a IHC CK19. Hlavnim cilem bylo
zjistit, zda detekce mikrometastdz v lymfatickych uzlindch prostrednictvim metody OSNA a IHC
CK 19 ve srovndni s histopatologickym vysetfenim H&E, povede ke zpfesnéni TNM klasifikace

u primdrnich a sekunddrnich plicnich nddord.

Do nasi studie bylo zarazeno celkem 100 pacienti (63 muZi a 37 Zen), kterym byl
diagnostikovdn primdrni nebo sekunddrni plicni karcinom. VSichni pacienti byli operovani na
Chirurgické klinice FN v Plzni, z nichZ 80 pacient( bylo operovdno pro primdrni plicni karcinom
a 20 pacient( bylo operovdno pro plicni metastdzy kolorektdiniho karcinomu. Celkem bylo
v nasi studii vysetfeno 1429 lymfatickych uzlin, které byly odebrdny béhem chirurgického
zdkroku a ndsledné rozdéleny. Vétsi uzliny byly podélné rozdéleny na 4 casti, kdy prvni a treti
Cdst uzliny byla pouZita na vysetfeni metodami H&E a IHC CK19 a druhd a ctvrtd cdst byla
detekovdna metodou OSNA. Mensi uzliny byly podélné rozplleny, kdy jedna polovina byla

vySetfena H&E a IHC CK19 metodami a druhd polovina OSNA metodou.

Vlastni stanoveni pritomnosti mRNA CK19 pomoci metody OSNA bylo provddéno v pristroji
RD100i (Sysmex, Kobe, Japonsko). Vysledky byly zobrazovdny na zdkladé dosaZené hodnoty
exprese odectené dle kalibracni krivky provedené pomoci standardi pred vliastnim stanovenim
vysetfovaného vzorku. Pokud byl pocet kopii CK 19 v fedéném vzorku mensi neZ 250 kopii/ul,
vysledek byl negativni (-). Pokud byl vysledek > 250 kopii/ul jednalo se o mikrometastdzu (+).
V pfipadé hodnoty exprese > 5000 kopii/ul byl vzorek vyhodnocen jako obsahujici

makrometastdzu (++), (Tabulka 2).

47



Tabulka 2 — Hodnoceni metody OSNA podle poc¢tu kopii mRNA CK 19/ul

Typ metastatického Pocet kopii mRNA CK Hodnoceni
postizeni 19/ul v fedéném vzorku vysledku
Makrometastaza > 5000 ++
Mikrometastaza 250 - 5000 +
Bez nadorovych bunék <250 -

U 78 pacienti se vysledky vsech tfi vysetfovanych metod shodovaly, u 59 pacienti byl prokdzdn
negativni vysledek, pozitivni shoda byla u 19 pacienti. Vysledky mezi jednotlivymi metodami
se lisily u 22 pacienti. U 16 pacientu byla detekovdna pozitivita metodou OSNA, zatimco
zbylymi metodami byla prokdzdna negativita. Naopak u tfi pacientu byla detekovdna negativni
OSNA metoda, zatimco vysetfeni metodami H&E a IHC CK19 prokdzalo pozitivitu. Jeden
pacient mél negativni vysledek pomoci metody H&E, zatimco zbylé dvé metody vysly pozitivné,
jeden pacient mél negativni vysetfeni pomoci IHC CK19, zatimco metodami OSNA a H&E vysel
pozitivni. Naopak jeden pacient mél pozitivni vysetieni metodou IHC CK19, zatimco zbylé dvé

metody prokdzaly negativitu.

S ¢asovym odstupem jsme u 100 pacientt (vcetné predchozi skupiny) hodnotili vztah
pfitomnosti mikrometastdz v lymfatickych uzlindch stanovenych vyse uvedenymi metodami k
preziti nemocnych. Jinymi slovy, cilem bylo urcit na zakladé vztahu k preziti presnost stanoveni
pozitivity uzlin jednotlivymi metodami. Celkem bylo analyzovdno 1426 uzlin. Vysledky této
studie byly publikovdny v prdci: ,, Prognostic Significance of Lymph Node Examination by the
OSNA Method in Lung Cancer Patients - Comparison with the Standard Histopathological

Procedure”.

Vzhledem k tomu, Ze jsme v nasi studii, stejné jako jiné zahranicni tymy, které se touto
problematikou zabyvali [Glller et al., 2012; Cserni, 2012], zaznamenali vétsi pocet pozitivnich
vzorkl odhalenych metodou OSNA ve srovndni s metodami H&E nebo IHC CK19, vyvstdvd zde

otdzka, zda pozitivita uzlin koresponduje i s nepriznivéjsim vyvojem onemocnéni nebo zda je
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detekce , jednotlivych nddorovych bunék” klinicky nevyznamnd, pripadné zda je tedy sprdvné

stanovend hodnota cut-off pro detekci mikrometastdz v lymfatickych uzlindch.

Znaseho pohledu se zdd byt nejdileZitéjsim kritériem pro hodnoceni presnosti detekce
nddorovych bunék (exprese CK19) pro N-staging vztah vysledku s dalsim klinickym vyvojem
onemocnéni. Klinicky vyznam vyssi senzitivity metody OSNA ve srovndni s H&E metodou jsme
hodnotili na zdkladé vztahu vysledki k intervalu bez nemoci (DFI) a celkovému preZiti (0S). U
80% pacientl, u kterych byly shodné detekovdny metastdzy v lymfatickych uzlindch jak
metodou H&E, tak metodou OSNA, jsme pozorovali, Ze pozitivita lymfatickych uzlin je spojena
s horsi progndzou jak u pacientu s primdrnim plicnim karcinomem, tak plicnimi metastdzami
kolorektdlniho karcinomu. U 20% pacientd, u kterych byla neshoda vysledkim mezi metodami
H&E a OSNA, jsme zaznamenali, Ze dalsi vyvoj onemocnéni byl ve vztahu k pribéhu

onemocnéni u vysledki ziskanych metodou H&E.

Proto jsme vybrali pacienty, ktefi byli pozitivné detekovdni pro metastatické postiZzeni
lymfatickych uzlin jak metodou OSNA, tak pomoci H&E a porovnali jsme pocty kopii mRNA
CK19. Pozitivni vysledky i metodou H&E mély statisticky vyznamné vétsi pocet kopii mRNA
CK19 ne? pozitivni vysledky detekované pouze metodou OSNA. Zddny z vysledki shodné
pozitivni s metodou H&E nemél pocet kopii mMRNA CK19 nizsi neZ 620 kopii mMRNA CK19/ul.
V pripadé vysledku, které byly metodou OSNA vysetfeny pozitivné a metodou H&E negativné,
mélo 53 % vzork( niZsi pocet kopii mRNA CK19 neZ 620. Navyseni cut-off hodnoty na 615 kopii
MRNA CK19/ul, které jsme navrhli, by zvysilo teoretickou shodu mezi metodami OSNA a H&E,
stejné tak by toto navyseni vedlo k vétsi shodé pfi celkovém hodnoceni pozitivity lymfatickych

uzlin NSCLC pacientd.
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7.2 Karcinom endometria

Karcinom endometria se fadi mezi nejcastéjsi gynekologickou malignitu a jedna se o Sesté
nejCastéjSi ndadorové onemocnéniu Zen s pfibliznou incidenci 320 000 noveé diagnostikovanych
pfipadl rocné a mortalitou okolo 90 000 Zen [Maheswari et al., 2019]. Tradi¢né se karcinom
endometria déli na dva typy —typ | a typ Il. Typ | jsou karcinomy zavislé na estrogenu vznikajici
dlouhodobou stimulaci délozni sliznice zvySenou hladinou estrogenli a jsou spojené
s hyperplazii endometria. Zatimco typ Il jsou karcinomy, které nevznikaji vlivem estrogent
a jsou spojené s atrofickym endometriem. Oproti typu | maji horsi prognézu [Murali et al.,
2014]. Vyznamnou roli pfi vzniku karcinomu endometria jak prvniho, tak druhého typu
bezpochyby hraji rizikové faktory, mezi které patfi predevsim vyssi vék, obezita, vysoky krevni

tlak, diabetes mellitus, zvySena hladina estrogen( a vyssi prijem Zivocisnych tuka.

Z dGivodu ¢asnych symptom( onemocnéni je vétsina pfipad(l diagnostikovdna v raném stadiu
a pétileté preziti u pacientek ve stadiu | se pohybuje okolo 90% [Creasman, 2009].
Metastatické postizeni lymfatickych uzlin predstavuje nejvyznamnéjsi prognosticky faktor u
Casného karcinomu endometria. Prevalence vyskytu metastaz v regionalnich lymfatickych
uzlindch u I. stadia karcinomu endometria je dle vétsiny autor(i cca 10 - 11 % [Morrow et al.,

1991]. U stadia Il jsou metastazy lymfatickych uzlin udavany ve 36,5% [Schink et al., 1987].

Panevni a paraaortalni lymfadetektomie je doporucovana jako standartni postup pro staging
lymfatického systému. Tento chirurgicky zakrok je obecné spojovan svySSim rizikem
peroperacnich a pooperacnich komplikaci [Kitchener et al., 2009]. Ve snaze vyhnout se
lymfadetektomii byl vypracovan koncept sentinelové lymfatické uzliny (SLN), ktery je stejné
jako u jinych malignit na vzestupu z dlivodu sniZzovani radikality chirurgického zdkroku a jeho

potencialnich komplikaci.

Metoda mapovani sentinelovych lymfatickych uzlin slouzi kidentifikaci metastaz
v lymfatickych uzlinach. Sentinelova uzlina je lymfaticka uzlina, kterd ma s primarnim nadorem
primé spojeni ve formé lymfatické cévy a je tedy primarnim mistem, kam nador lymfogenné
metastazuje [Bodurtha Smith et al.,, 2016]. Podrobné vySetfeni SLN umoZiuje zvysit
spolehlivost zarazeni onkologického pacienta v TNM systému, cozZ je zakladni informace z

hlediska progndzy a léCebné strategie. V klinické praxi se jiz nékolik desitek let pouziva pro
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staging karcinomu endometria klasifikace ur¢ovana Mezinarodni federaci pro gynekologii a
porodnictvi - FIGO klasifikace. Jednou z odliSnosti oproti béznému déleni do stadii pomoci
TNM klasifikace je absence stadia 0. Nicméné jednotlivé organizace pfi tvorbé klasifikaci Uzce
spolupracuji a oba systémy spolu koresponduji. V pribéhu let prodélala FIGO klasifikace
nékolik modifikaci. Aktualné je v platnosti verze FIGO z roku 2018, u které doslo ke v¢lenéni
konceptu sentinelové uzliny jako samostatné varianty nebo doplriku systematické panevni a

paraaortalni lymfadenektomie (Tabulka 3), [Amin et al., 2017].

Tabulka 3 — TNM a FIFO staging karcinomu endometria

TNM FIGO Popis

T - tumor

TX Primdarni tumor nelze posoudit

TO nehodnoti Bez zndmek primarniho tumoru

Tis nehodnoti Karcinom in situ

T1 I Tumor je omezen na télo délozni

T1a IA PostiZzeno pouze endometrium, stromalni invaze do 5
mm

Tlb IB Léze se stromalni invazi 25,0 mm

T2 Il Nador se Sifi mimo délohu, bez Sifeni ke sténé panevni

nebo dolni tfetiny pochvy

T3 1l Nador postihuje serézu, adnex, vaginu a/nebo
parametria

T3a A Nador postihuje dolni tfetinu pochvy bez Sifeni ke sténé
panevni

T3b B Nador postihuje vaginu a/nebo parametria

T4 IVA Nador postihuje moc¢ovy méchyr nebo rektum

N - regionalni mizni uzliny

NX Regionalni mizni uzliny nelze posoudit
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NO nehodnoti Regionalni mizni uzliny bez metastaz

NO(i+) nehodnoti Zastizeny izolované nadorové buriky, léze do 0,2 mm
N1 lnc1 Metastdzy v panevnich miznich uzlinach
N2 ez Metastdzy v paraaortalnich miznich uzlinach

M - vzdalené metastazy

MO nehodnoti Bez vzdalenych metastaz

M1 IVB Vzdalené metastdazy (v€etné Sifeni do inguinalnich

lymfatickych uzlin, kosti, plic, jater)

Nalezeni sentinelové uzliny umoznuje jeji detailni vySetfeni — ultrastaging. Peroperacni
hodnoceni sentinelové uzliny zaloZené na barveni hematoxylinem-eosinem (H&E) nebo
imunohistochemicka detekce cytokeratinu 19 (IHC CK19) umoznuje detekci nddorovych bunék
do urovné mikrometastaz, ale jejich nevyhodou je ¢asova narocnost a faleSna negativita,

nékteré studie uvadéji faleSnou negativitu az u 20% pripad( [Croner et al., 2014].

V publikaci ,, One-step nucleic acid amplification vs ultrastaging in the detection of sentinel
lymph node metastasis in endometrial cancer patients” jsme se zaméfili na zpresnéni detekce
mikrometastdz a makrometastdz v sentinelovych lymfatickych uzlindch pouZitim molekuldrné
genetické metody OSNA (One Step Nuclei Acid amplification). Bylo provedeno porovndni
vysledk( ziskanych metodou OSNA s rutinné pouZivanymi imunohistochemickymi metodami
pfi hodnoceni metastatického postiZzeni sentinelovych lymfatickych uzlin. Prdce zjistovala
vyuzitelnost metody OSNA pro klinickou praxi a ukdzala zmény zarazeni pacientek do FIGO
klasifikace, a tudiZ dopady na ndslednou péci. S casovym odstupem bude vyhodnoceno, jak

jsou zmény z hlediska zarazeni do FIGO klasifikace ve vztahu k priibéhu onemocnéni.

Do studie, kterd probihala od roku 2016 do roku 2018, vstoupilo celkem 58 pacientek, kterym
bylo vysetfeno celkem 135 uzlin. Vysledky ziskané metodou OSNA byly porovndvdny s rutinné
pouZivanymi metodami - analyzou histologickych prepardti pfipravenych metodou
haematoxylin-eosin (H&E) a imunohistochemickou detekci cytokeratinu 19 (IHC CK19). Jako
negativnich vSemi tfemi metodami (OSNA, H&E, IHC CK19) bylo detekovdno celkem 106 uzlin,

zbylych 29 uzlin bylo vyhodnoceno alespon jednou z téchto metod jako pozitivni. Metodou H&E
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i metodou IHC CK19 bylo pozitivné oznaceno celkem 11 uzlin, metodou OSNA bylo pozitivné
vyhodnoceno dalSich 18 uzlin, které byly ultrastagingem oznacleny jako negativni. Pouze
v jednom pripadé doslo k detekci mikrometastdzy pomoci metod H&E a IHC CK19, zatimco

metodou OSNA byla uzlina oznacena jako negativni.

V nasi studii byla zkoumdna zatim doposud nejvétsi skupina pacientek s karcinomem
endometria pouZitim OSNA metody. VSechny sentinelové uzliny byly soucasné vySetfované jak
standartnimi metodami, tak metodou OSNA, ¢imZ bylo moZné tyto metody porovnat. Ve
srovndni se standartnim histopatologickym ultrastagingem, prokdzala OSNA Ccastéjsi
metastatické postiZzeni sentinelovych lymfatickych uzlin, coZ vedlo k up-stagingu aZ o 20 %.
Diagnostika sentinelovych uzlin pomoci metody OSNA zafadila 12 pacientek do Ill. stadia FIGO
klasifikace, zatimco vysetreni ultrastagingem vedlo k jejich zarazeni do I. a Il. FIGO stadia. Diky
tomuto upstagingu pomoci metody OSNA by doslo k vyrazné Castéjsi indikaci adjuvantni 1écby.
Presnéjsi indikace adjuvantni Iécby by mohla pomoci predevsim pacientkdm fazenych do mdlo

rizikovych skupin a sniZit tak riziko recidivy onemocnéni.

Detekce sentinelové uzliny u karcinomu endometria neni dosud standardné pouZivdna
v klinické praxi. Podle vysledki nasi studie vykazuje metoda OSNA senzitivitu 90,9 %, specificitu
85,5 % a konkordanci 85,9 % v porovnadni s ultrastagingem. Porovndni vztahu pozitivity uzlin
stanovené metodou OSNA a H&E a vyvoje onemocnéni pacientek, probéhne po uplynuti 3 let

od provedeni této studie.

Vyuziti metody OSNA v kombinaci s technikami detekce a vySetreni sentinelovych uzlin u
pacientek s karcinomem endometria by tak mohlo byt v budoucnu pfislibem vysoce sensitivni

detekce metastatického postiZeni uzlin a tim adekvdtni indikace adjuvantni Iécby.
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7.3 Kolorektalni karcinom

Kolorektdlni karcinom (CRC) se celosvétoveé fadi mezi tieti nejcastéjsi typ rakoviny a je hlavni
pfi¢inou umrti na nddorové onemocnéni [De Rosa et al., 2015]. V roce 2018 bylo celosvétové
diagnostikovdno zhruba 1,8 milionu novych pfipadu, pficemz nejvétsi vyskyt CRC je evidovan

ve vyspélych zapadnich zemich [Salibasic et al., 2018].

Histologicky lze kolorektalni karcinom rozdélit na nékolik subtypl. Vice nez 90 % vsech
kolorektalnich karcinom( predstavuje adenokarcinom, ktery vznikd z epitelidlnich bunék
kolorektalni sliznice. Mezi dalsi histologické subtypy patfi mucidzni karcinom, karcinom
z prstencitych bunék, a dalsi vzacné varianty jako je adenoskvamdzni karcinom, medularni

karcinom, malobunécny karcinom a dalsi nediferencované karcinomy [Li et al., 2019].

Kolorektalni karcinom patfi mezi onkologickd onemocnéni s nejdetailnéji zmapovanym
procesem karcinogeneze a postupné kumulace mutaci. Na pocatku téchto znalosti stdl
Vogelsteinlv model vicestupriové karcinogeneze kolorektalniho karcinomu publikovany
v roce 1990 [Fearon a Vogelstein, 1990]. V patogenezi kolorektalniho karcinomu hraji klicovou
roli mutace DNA, genomova nestabilita, chromozomalni aberace a hypermetylace promotorda,
které se uplatiuji béhem procesu karcinogeneze. V soucasnosti jsou na zakladé typu
genetické nestability popisovany z hlediska patogeneze na genomové urovni tfi zakladni typy
kolorektalnich karcinomu. Kolorektalni karcinomy vyznacujici se mikrosatelitovou instabilitou
(MSI), chromozomovou instabilitou (CIN) a metylaci CpG ostravkl (CIMP). Mikrosatelitova
instabilita je spojena se zménami v kratkych mirkosatelitovych repeticich, zpUsobené
mutacemi ,mismatch” reparacnich gen(, predevsim genu MLH1. Hypermetylace CpG
ostrlivkl vede k umléeni specifickych tumorsupresorovych gent a ,,DNA reparacnich gendq,
véetné MLH1, MSH2 a MSH6 gend. Nadory vyznacujici se chromozomalni nestabilitou jsou
zpUsobené ztratami nebo zisky nadbytecnych chromozom a strukturnimi prestavbami, které
prispivaji k transformaci bunék [Simons et al., 2013]. CIN nestabilita se vyskytuje u pfiblizné

65 - 70% kolorektalnich karcinom( a je spojena s horsi prognézou.

Mezi hlavni rizikové faktory vzniku CRC patfi koureni, nadmérna konzumace alkoholu, fyzicka
neaktivita a nadvdha [De Rosa et al., 2015]. Stddium, ve kterém je onemocnéni

diagnostikovdno, patfi mezi nejdllezitéjSi faktor urcujici preZiti pacient(l. Pfi véasné
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diagnostice onemocnéni, se uvadi az 90% pétileté preziti pacientl, ve srovnani se 14% prezitim
pacientl, kterym je onemocnéni diagnostikovano v pokrocilejsSim stadiu [Nikolaou et al.,
2018]. Obecné lze fici, ze kolorektalni karcinom nepredstavuje nahlou lézi v kolorektalni
sliznici, ale vyviji se pomalu a postupné pres nékolik stadii. Vzhledem k pomalé a progresivni
povaze kolorektalniho karcinomu se ukazalo, Ze vétsiné pfipadu Ize preventivné predejit nebo
je lze lécit diky v€asné detekci onemocnéni a chirurgickému odstranéni prekarcinogennich
polypli nebo nadorl v rané fazi [Gao et al., 2018]. Zaroven duleZitou soucasti péce o pacienty,
ktefi podstoupili chirurgické odstranéni nadoru, je monitoring pro pfipadnou v€asnou detekci
recidivy onemocnéni [Nikolaou et al., 2018], vzhledem k tomu, Ze recidiva byva zaznamenana
az u 20% pacientll operovanych pro kolorektdlni karcinom v prlibéhu ndsledujicich péti let

[Wille-Jgrgensen et al., 2018].

Snaha dosahnout pokroku v lécbé pacientl s kolorektdlnim karcinomem je téZz spojena s
nalezenim vhodnych biomarkerd pro ¢asny zachyt onemocnéni s prognostickym tGcinkem, pro
detekci recidivy a v poslednich dvaceti letech zejména pro predikci IéCby. Jako standardné
pouzivany prognosticky marker u kolorektalniho karcinomu slouzi karcinoembryondini
antigen (CEA) objeveny jiz v roce 1965 Philem Goldem a Samuelem O. Freedmanem. Jedna se
o glykoprotein, ktery je za fyziologickych podminek produkovan ve vyvijejicim se embryu. V
dospélosti je omezené syntetizovan epitelialnimi burikami stfevni sliznice, Zaludku a bronch.
[Fakih, 2006]. Za patologickych podminek jeho hladiny v krevni plazmé slouzi zejména pro
sledovani vyvoje onemocnéni a ¢asny zachyt recidivy [Campos-da-Paz et al., 2018]. Ackoliv je
specificita CEA pro detekci kolorektalniho karcinomu 96 %, senzitivita je pouze 23 % a tedy
jeho schopnost zachytu onemocnéni znacné omezena, je jeho mozZnost vyuZiti pro
predpovézeni progndzy stdle kontroverzni [Yu et al., 2017]. Z tohoto divodu je snaha o zvysSeni
senzitivity detekce onemocnéni pomoci dalSich nadorovych marker(, jako je rakovinny
antigen 19-9 (CA 19-9), ale také pouzitim novych biomarkerl, které odrazeji dalsi
charakteristiky nadorovych bunék. Svym zplsobem samostatnou skupinou jsou prediktivni
markery. S pokroky v biologické |é¢bé, cilené [éEbé a imunoterapii je podani vhodné 1écby ¢im
dal castéji svazano s vysledkem vysetfeni prediktivnich biomarker(, které v kombinaci se
standardné pouzivanymi klinickymi postupy mohou prispét k volbé efektivni [éCby.
»Mismatch” reparacni geny jsou zodpovédné za opravy chybného parovani nukleotidovych

bazi a malych inzerci a deleci, ke kterym dochazi béhem replikace DNA. Ztrata exprese MMR
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genll vede k poruchdm DNA reparacnich mechanism(, coZ zplsobuje mikrosatelitovou
nestabilitu, kterou se kolorektalni karcinomy ¢asto vyznacuji. Z molekularné-biologickych
markeru se pfi individualizaci Ié¢by v sou¢asné dobé pouziva pravé stanoveni mikrosatelitové
nestability pfi indikaci podani adjuvantni chemoterapie nebo stanoveni mutaci KRAS/NRAS a
BRAF onkogenU pfi indikaci Ié¢by monoklondlnimi protildtkami proti receptoru pro
epidermadlni rlstovy faktor (EGFR) v pfipadé metastatického kolorektalniho karcinomu

[Simons et al., 2013].

Pokrok v detailnim poznani procesu karcinogeneze v posledni dekadé umoziuje
individualizovat a tim zefektivnit |éCbu, stejné tak také rozhodnout o vhodnosti podani
adjuvantni |é¢by. Soucasna paradigmata pro vybér pacientl pro adjuvantni Ié¢bu zaloZzené na
klinicko-patologickych vlastnostech se ukazuji byt nedostate¢na. Nelze s jistotou identifikovat
pacienty, u kterych by prevladaly benefity podani adjuvantni chemoterapie nad jejimi
nezadoucimi efekty. Proto je zde stdle snaha co nejlépe identifikovat pacienty, pro které by
podani adjuvantni Ié¢by bylo jednoznacné prinosné. Sou¢asnym trendem je proto pouzivani
multigenovych panelli, které pomoci stanoveni exprese vybranych genU pomahaji
identifikovat pacienty s vysokym rizikem rekurence, ktefi by byli vhodnymi kandidaty pro
podani adjuvantni léCby. [Kelley et al., 2011]. Jsou to napfiklad expresni panely ColoPrint,
Oncotype DX nebo Colorectal Cancer DSA. Na zavedeni do rutinni klinické praxe zatim tyto

testy cekaji [Marmol et al., 2017].

Ve studii, kterd probihala ve spoluprdci s Komplexnim onkologickym centrem FN Plzen jsme se
zamérili na moZnosti vyuZiti novych biomarkert pro zpfesnéni progndzy onemocnéni a véasnou
detekci recidivy onemocnéni, pokud by se pouZivaly v kombinaci s rutinnimi nddorovymi

markery.

Zameérili jsme se na moZnost stanoveni molekul miRNA, které vykazuji vysokou stabilitu a
snadnou méritelnost v biologickych vzorcich. Navzdory slibnym vysledkim publikovanych ve
studiich zabyvajici se vyuZitim cirkulujicich miRNA jako biomarkert u pacienti s kolorektdlnim
karcinomem, neni dosud Zddnd miRNA vyuzZivdna jako biomarker v rutinni klinické praxi
[Nikolaou et al., 2018]. PouZiti jiZ rutinné pouZivanych markerd, jako je CEA nebo CA19-9,

v kombinaci s miRNA by mohl byt zptsob, jak Iépe predpovédét vyvoj onemocnéni.
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Cilem nasi studie bylo identifikovat miRNA se signifikantnim rozdilem v predoperacnich a
pooperacnich hladindch plazmy a zhodnotit tak jejich vztah k prognéze onemocnéni. Zaroven

jsme se zamérili schopnost téchto biomarkeri pfispivat k véasné detekci recidivy onemocnéni.

Na zdkladé dostupné literatury bylo vybrano celkem 22 molekul miRNA, které se potencidlné
uplatriuji v karcinogenezi kolorektdlniho karcinomu a mohly by se tak stat vhodnymi CRC
biomarkery (Tabulka 4). O¢ekdvali jsme, Ze hladiny téchto cirkulujicich miRNA budou odpovidat
aktudlnimu stavu patogeneze, proto jsme se zamérili na porovndvani jejich predoperacnich a
pooperacnich hladin v plazmé. Vysledky studie byly publikovany v prdci: ,,Plasma microRNA

Levels Combined with CEA and CA19-9 in the Follow-Up of Colorectal Cancer Patients”.

Tabulka 4 — Vybrané miRNA zapojené v karcinogenezi kolorektalniho karcinomu a jejich

sekvence

miRNA 5" -3" sekvence

miR17-3p acugcagugaaggcacuuguag
miR18a-5p uaaggugcaucuagugcagauag
miR20a-5p uaaagugcuuauagugcagguag
miR21p-5p uagcuuaucagacugauguuga
miR23a-3p aucacauugccagggauuucc
miR27a-3p uucacaguggcuaaguuccgc
miR29a-3p uagcaccaucugaaaucgguua
miR92a-3p uauugcacuugucccggecugu
miR93p-5p Caaagugcuguucgugcagguag
miR96-5p uuuggcacuagcacauuuuugcu
miR106a-5p aaaagugcuuacagugcagguag
miR141-3p uaacacugucugguaaagaugg
miR142-5p Cauaaaguagaaagcacuacu
miR143-3p ugagaugaagcacuguagcuc
miR155-5p uuaaugcuaaucgugauagggguu
miR183-5p uauggcacugguagaauucacu
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miR199a-3p acaguagucugcacauugguua
miR200b-3p uaauacugccugguaaugauga
miR-200c-3p uaauacugccggguaaugaugga
miR-210-3p cugugcgugugacagceggeuga
miR-223-3p ugucaguuugucaaauacccca
miR-592 ugucaauaugcgaugauguuug

Do studie bylo zahrnuto 85 pacientu (56 muzi a 29 Zen), kterym byl shodné diagnostikovdn
adenokarcinom. Studovand skupina se sklddala ze dvou skupin pacientd, prvni skupinu tvorili
pacienti, ktefi podstoupili radikdIni operaci pro odstranéni kolorektdlniho karcinomu (57
pacientt), druhou kategorii predstavovali pacienti, ktefi podstoupili paliativni intervenci, pri
které doslo k cdstecné resekci nebo kompletni resekci primdrniho nddoru bez resekce jaternich

metastdz (27 pacientd).

Exprese jednotlivych miRNA byla stanovovdna pomoci soupravy TagMan Advanced miRNA
Assays od firmy Thermo Fisher, kterd umozriuje pomoci univerzdlniho primeru pro reverzni

transkripci méné pracné stanoveni vétsiho poctu miRNA.

Nejdrive jsme hodnotili zmény exprese miRNA v predoperacnich a pooperacnich vzorcich
plazmy. Zaznamenali jsme signifikantni pokles hladin miRNA-21, miRNA-20a, miRNA-210,
miRNA-23 a miRNA-155 u pacientd, kteri podstoupili kompletni chirurgickou resekci nddoru.

Pooperacni pokles jsme zaznamenali i u markert CEA a CA19-9.

Vztah k progndze (celkovému preZiti pacient() jsme byli schopni hodnotit pouze u skupiny
pacientd, ktefi podstoupili paliativni operaci, kdy jsme zaznamenali statisticky signifikantni
vztah mezi celkovou dobou preZiti a tfemi miRNA. Pacienti s vysokymi pfedoperacnimi
hladinami miR-21, miR-20a a miR-23a méli kratsi dobu preZiti. Vzhledem k absenci uddlosti u
pacientd, kteri podstoupili kurativni operaci, jsme nehodnotili vztah téchto miRNA k celkovému

preziti.

Nejlepsiho rozliSeni mezi pacienty s priznivou a nepriznivou progndzou jsme dosdhli kombinaci
vSech tii markert (CEA, CA19-9 a miRNA). Pacienti, u kterych jsme zaznamenali predoperacné

vysokou hladinu nékterého markeru (CEA, CA19-9, miR-20a, miR-21 nebo miR-23a), méli
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signifikantné kratsi dobu preZiti nezZ ti, ktefi méli hladiny vsech téchto markeri pod hodnotou

cut-off.

Nase vysledky poukazuji na to, Ze presnéjsiho odhadu dalsSiho vyvoje onemocnéni Ize
dosdhnout kombinaci standardné pouZivanych biomarkeri a miRNA. PouZiti kombinace
ruznych biomarker( odrdzi soucasny pohled na karcinogenezi jako na vicestupriovy proces,
ktery je velice individudini a vyznacuje se aberantnimi expresnimi hladinami riznych genda.
Stejné jako existuji pacienti s nizkymi hladinami CEA v krevni plazmé, existuji pacienti s nizkymi
hladinami onkogennich miRNA, u kterych nemiZeme ocekdvat pooperacni pokles. Pooperacni
pokles je zakladni kritérium, které musi spliiovat marker, jehoZ hladina v plazmé md odrdzZet

pribéh nemoci a mohl by tak byt potencidlné pouZit k véasné detekci recidivy onemocnéni.

Jako markery pro véasnou detekci recidivy onemocnéni jsme vybrali takové molekuly miRNA,
které byly uZ drfive identifikované ve spojeni s nddorovou patogenezi. U nékterych miRNA jsme
zaznamenali signifikantné vyznamny vztah k celkovému preZiti, coZ naznacuje jejich potencidl
stdt se vhodnymi prognostickymi markery pro kolorektdlni karcinom. Nicméné ve srovndni
s CEA a CA19-9 vykazovali miRNA sice vyssi senzitivitu, ale niZsi specificitu pro véasnou detekci
recidivy béhem follow-up obdobi. Predpokladdme, Ze se tyto miRNA ucastni i dalSich
bunécnych procesd, které nesouvisi s karcinogenezi a mohly by tak byt deregulované kviili
jinym patologickym stavim, z ¢ehoZ vyplyvd, Ze zvysené pooperacni hladiny miRNA nemuseji
nutné souviset s recidivou onemocnéni. Z tohoto divodu bude nutné zamérit se na miRNA,
které jsou vylucné zapojené do patogeneze nddoru, coz nebude uplné jednoduché vzhledem

k provdzanosti jednotlivych miRNA vytvdrejici slozité sité.
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7.4 Jaterni metastazy kolorektalniho karcinomu

Nejcastéjsi misto vzniku metastaz kolorektalniho karcinomu jsou jatra. Studie ukazuji, Ze az u
30% pacientt s diagnostikovanym kolorektalnim karcinomem dojde k metastazovani do jater
[Engstrand et al.,, 2018]. Chirurgickd resekce jaternich metastaz predstavuje jedinou
potencialné kurativni Ié¢bu pro dlouhodobé preziti téchto pacientl [Akgll et al., 2014].
Vzhledem k tomu, Ze aZz u 40 - 75% pacientl po operaci jater dojde do péti let k recidivé, je

snaha nalézt efektivni biomarkery predpovidajici jeji vznik a detekujici tuto recidivu.

V tomto pfipadé se ukazuje jako efektivni pouZiti metody tekuté biopsie, kterd je snadno
opakovatelna vzhledem k provadéni analyzy z periferni krve pacient(l a v urcitych ptipadech
dokaze, jak jsme ukazali, kompenzovat nedostupnost nadorové tkdné. Schopnost detekovat
recidivu nebo progresi onemocnéni timto metodickym pfistupem sebou nese nutnost znat
zmény v genotypu nadoru. Analyza mutované DNA uvolnéna nadorovou tkdni do krevni
cirkulace umoznuje nejen stanoveni nizkych hladin ctDNA, ale také nastaveni vhodnych cut-
off hladin pro dalsi kategorizaci onkologickych pacient(i a spravné hodnoceni vztahu mezi
genotypem nadorové tkané a zaroven charakterem a rozsahem onkologického onemocnéni.
Ukazuje se ale, Ze rlGzné biomarkery, u kterych byl nalezen signifikantni vztah ke klinicko-
patologickym charakteristikam nadoru, necharakterizuji stejné vlastnosti nadoru. Domnivame
se, ze kombinace vice biomarker( podilejici se na rGznych procesech molekuldrni biologie

nadorl by mohla byt vhodna predevsim ke stanoveni prognézy onemocnéni.

V pfipadé detekce ctDNA je z klinického hlediska nejproveditelnéjsi detekovat nejcastéjsi
mutace pritomné v tkdni daného onkologického onemocnéni. Mezi nejéastéjsi mutace, které
jsou pritomny u 35 - 45% vSech pripad CRC, patfi mutace protoonkogen(i KRAS, NRAS, HRAS
patfici do RAS rodiny [Yamashita et al., 2018]. Nejcastéji jsou u kolorektdlniho karcinomu
detekovdny mutace KRAS onkogenu, a to az u 30 - 50% vsech pripad(l. Aktivaéni mutace KRAS
onkogenu se objevuji stdle ¢astéji i u metastazujiciho kolorektalniho karcinomu, kde je tato
mutace spojovdna s agresivnéjsi formou onemocnéni a rychlejSim ndstupem recidivy. U
pacientl po resekci jaternich metastdz, je mutace KRAS spojovana se zvySenym rizikem
recidivy, horSim celkovym prezitim (OS) a zvySenou recidivou mimo jatra, zejména do plic,

peritonea nebo i do méné obvyklych metastatickych lokalit, jako je mozek a kosti [Knijn et al.,
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2011]. Zaroven mutace KRAS onkogenu predstavuje prediktivni faktor k rezistenci pro |é€bu
protilatkami zamérenymi proti epidermdlnimu rlstovému faktoru (EGFR) u metastazujiciho
kolorektalniho karcinomu tim, Ze zpUsobuje konstitutivni aktivaci MAPK signalni drahy

[Yamashita et al., 2018].

Hlavnim predpokladem pro detekci ctDNA je dostatecna citlivost pouZité analytické metody a
dostate¢né mnozstvi analyzovaného materidlu. Citlivou kvantitativni metodu detekce ctDNA
predstavuje ddPCR. Nékteré studie uvadéji, Ze u kolorektdlniho karcinomu je moiné u

metastatického onemocnéni zachytit ctDNA az u 98% pacientll [Stahlberg et al., 2017].

Ve studii , The Level of Preoperative Plasma KRAS Mutations and CEA Predict Survival of
Patients Undergoing Surgery for Colorectal Cancer Liver Metastases” jsme se zamérili na urceni
prognostického vyznamu stanoveni mutacniho statusu KRAS genu ctDNA pomoci ddPCR. Ddle
jsme zjistovali, zda kvantifikace KRAS mutovanych alel ctDNA, tedy hladiny frakéni abundance,
jsou nezavislym prognostickym faktorem pro pacienty podstupujici jaterni metastazektomii.
Hodnotili jsme synergicky vztah mezi hladinami KRAS mutované ctDNA a hladinami CEA, pfi
stanoveni dalsiho vyvoje onemocnéni. Ddle jsme u pdrovych vzork( vyhodnocovali shodu
vysledk( stanoveni ctDNA metodou ddPCR v plazmé a tkdriovych (FFPE) vzorcich u pacientu
s primdrnim kolorektdlnim karcinomem a ndslednymi jaternimi metastdzami. Ziskané jsme
pouZili pro zodpovézeni otdzky moznosti ndhrady vzork( tkariové biopsie za plazmatické u téch

pacientd, u kterych nebudou dostupné.

Tkariové vzorky primdrniho kolorektdlniho karcinomu byly dostupné u 63 pacientt, z nichZ 33
bylo detekovdno jako KRAS pozitivnich. Medidn frakéni abundance (FA, podil mutované alely
v celkové DNA) téchto KRAS pozitivnich vzorku byl 15,66 %. Tkdriové vzorky s jaternimi
metastdzami byly k dispozici u 69 pacientt, z nichZ bylo 33 detekovdno jako KRAS pozitivnich.
Medidn frakéni abundance téchto KRAS pozitivnich pacient( byl 27,3 %. Celkovad procentudini
shoda mutacniho statusu mezi vzorky primdrniho kolorektdlniho karcinomu a jaternimi
metastdzami byla 93,4 %. KRAS frakcni abundance pozitivné korelovala mezi primdrnimi a

metastatickymi vzorky.

U celkem 29 pacient( byly k dispozici jak tkdriové vzorky, tak vzorky plazmy. Celkovd shoda

KRAS mutacniho statusu mezi tkariovymi a plazmatickymi vzorky byla 75,9 %.
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Pri urceni vztahu mezi hladinami KRAS mutované ctDNA a hladinami urcenych mutaci ve tkdani
jaternich metastdz, jsme zaznamenali, Ze hladina KRAS frakéni abundance pozitivné korelovala
s predoperacnimi vzorky plazmy a tkdriovymi vzorky jaternich metastdz. Po odstranéni
jaternich metastdz nebyla KRAS mutace ctDNA detekovdna. Duvodem miZe byt relativné
krdtky polocas rozpadu fragmenti DNA v plazmé pohybujici se od 15 minut po nékolik hodin.
Zdroveri se také nabizi moZnost detekce minimdlIniho rezidudlniho onemocnéni a neinvazivniho
monitorovadni v pripadé, Ze byla béhem operace kompletné odstranéna nddorovd hmota.
MdaZeme také konstatovat, Ze v pripadech, kdy nejsou k dispozici bioptické vzorky z nddoru, se

zdd byt molekuldrni testovani cirkulujici DNA v plazmé vhodnou alternativou k detekci mutaci.

Vztah mezi hladinami KRAS mutované DNA k délce preZiti bez nemoci (DFS) a celkovému preZiti
(0S) jsme posuzovali jak u tkdriovych, tak plazmatickych vzorki. Vzhledem k tomu, Ze byla
KRAS mutace detekovdna jak v plazmé, tak ve tkdni pacientl s jaternimi metastdzami,
ocekdvali jsme podobny prognosticky vyznam u obou typu vzorkil. Zaznamenali jsme vsak
prognosticky vyznam pouze pro stanoveni KRAS mutované ctDNA v plazmé. Tyto vysledky
naznacuji, Ze v urcitych pripadech miZe byt vhodnéjsi stanovovat prfitomnost KRAS mutace
metodou tzv. tekuté biopsie a mohou tak poskytnout dalsi informace o prubéhu a progndze
onemocnéni, coZ miZe byt uZitecné pri rozhodovdni o pouZiti vhodné IéCby. A opét Ize na
zdkladé téchto vysledku konstatovat, Ze hladiny KRAS mutace stanovené v plazmé neodrdZi
stejné biologické vlastnosti onkologického onemocnéni jako hladiny KRAS mutované DNA

stanovené v nddorové tkani.

Nékteré studie popisuji, Ze stanoveni ctDNA by mohlo byt vhodnéjsim prognostickym
biomarkerem néZ hladiny CEA v plazmé [Reinert et al., 2006; Carpinetti et al., 2015]. My jsme
vSak nejlepsi prediktivni hodnotu, pro preZiti pacientu po jaterni metastazektomii, zaznamenali
stanovenim predoperacnich hladin KRAS mutované ctDNA v kombinaci s hladinami CEA.
Pacienti s vysokymi predoperacnimi hladinami KRAS frakcni abundance v plazmé a vysokymi
hladinami CEA méli nejkratsi preZiti ve srovndni s pacienty s témito nizkymi hladinami. Stejné
tak jsme pozorovali trend k delsimu bezpriznakovému obdobi (DFS) u pacient( s nizkymi

hladinami KRAS frakcni abundance v kombinaci s nizkymi hladinami CEA.
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7.5 Svétlobunécny renalni karcinom

Renalni karcinom patfi mezi ¢asté karcinomy mocové soustavy, predstavujici 2 az 3 % vSech
solidnich nador dospélé populace [Zhang et al., 2020]. Vroce 2018 bylo celosvétové
diagnostikovano zhruba 400 000 novych pfipadl a evidovano 175000 umrti. Témér 90 %
vsech renalnich karcinomu predstavuje renalni bunéény karcinom (RCC), [Carril-Ajuria et al.,
2020], ktery se déli na dalsi histologické podtypy, z nich nejéastéjsi je svétlobunécny,
papilarni a chromofobni renalni karcinom. Nejbéznéjsi a nejvice agresivni podtyp predstavuje
svétlobunécny rendlni karcinom (ccRCC), [Zhang et al., 2020]. Preziti pacientl stimto
onemocnénim zavisi predevSim na stadiu, ve kterém je onemocnéni diagnostikovano,
priblizné tretina pfipadl ccRCC byva diagnostikovdna v pozdnim stadiu, s lokalné pokrocilym
nebo metastazujicim karcinomem, coz predstavuje pro pacienty Spatnou progndzu s pétiletym
prezitim zhruba 12 % [Padala et al., 2020]. Z medicinského hlediska je svétlobunéény renalni
karcinom vysoce vaskularizujici karcinom, jehoz buriky mohou podporovat rlist a progresi
nadoru prostiednictvim proangiogennich faktord. K metastatickému rozsevu dochazi

nejéastéji hematogenni cestou, a to do plic, kosti a CNS.

Onemocnéni je spojeno s chromozomalnimi abnormalitami. Inaktivujici somatické mutace
nebo delece alely tumor supresorového genu von Hippel-Lindau (VHL) lokalizovaného na
kratkém raménku chromozomu 3, je detekovana az u 45% svétlobunécnych rendlnich
karcinomU [Padala et al., 2020]. VHL gen je zodpovédny za syntézu proteinu VHL (pVHL), jehoz
jednou z funkci je kooperace s transkripénim faktorem HIF (hypoxii indukovany faktor). Za
normalnich podminek je HIF degradovan interakci s VHL, nedochdzi tak k expresi genu
indukovanych hypoxii. Pfi nedostatku kysliku je funkce VHL inhibovana a zvySuje se hladina
HIF a dochazi tak k expresi jim regulovanych gen(. Inaktivace VHL tumor supresorového genu
v burikdch vede k nadmérné akumulaci HIF, ¢imz dochdzi k nekontrolovatelné expresi gent
kddujici angiogenni faktory. Zvyseni aktivity proteinu HIF vede mimo jiné ke zvySeni exprese
vaskularniho endotelového ristového faktoru VEGF, ktery stimuluje rdst novych cév. Proto
dllezitou roli v cilené terapii hraji predevsim tyrozinkinazové inhibitory s uc¢innosti hlavné
proti signalni draze VEGF [Zhang et al., 2020; Carril-Ajuria et al., 2020]. Druhy nejcastéji
mutovany gen u ccRCC je PBMR1 gen. Tento protein kdédujici gen se podili na regulaci

remodelace chromatinu a methylaci histon(. Kromé genetiky, je vyskyt ccRCC také spojen s
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Zivotnim stylem, stravovacimi ndvyky a environmentdlnimi faktory. Mezi hlavni rizikové

faktory patfi hypertenze, koureni a obezita [Wang et al., 2019].

Pro pacienty s metastatickym ccRCC je pro spravné zvoleni 1éCby zasadni jejich stratifikace
podle kritérii Memorial Sloan-Kettering Cancer Centre (MSKCC). Podle této klasifikace se
pacienti rozdéluji podle pritomnosti poctu rizikovych faktord do tfi prognostickych skupin, a
to na pacienty s dobrou (zadny rizikovy faktor), stfedni (1 nebo 2 rizikové faktory) a Spatnou
progndézou (3 a vice rizikovych faktor(). Rizikovd skoére se ziskavaji z5 klinickych a
laboratornich parametr(, posuzuje se Karnofského index, ktery udava celkovy stav pacienta,
hladina celkové koncentrace laktatdehydrogendzy v séru (LDH), koncentrace vépniku v séru,
hladina hemoglobinu a ¢as od diagndzy do zacatku [éCby [Motzer et al., 2002]. V posledni dobé
je snaha o zpfesnéni stanoveni progndzy pacient(i zavedenim molekuldrnich biomarkeru. Voss
et al. z Memorial Sloan-Kettering Centre (MSKCC) navrhl zavést jako genomové biomarkery
ccRCC mutacni statusy tfi gent (BAP1, PBRM1 a TP53), [Voss et al., 2018]. Jak uz bylo feceno
v pfedchozich kapitolach, presnd stratifikace pacientll pomaha pfizplsobit 1é¢ebné postupy
tak, aby odpovidaly individudlnimu profilu pacienta. Uvedené je téZ soucasti pfistupu
preventivni, prediktivni a personalizované mediciny (PPPM), [Golubnitschaja et al., 2016]. U
nejcastéji se vyskytujicich solidnich nador, jako je kolorektalni karcinom nebo karcinom prsu,
jiz existuji klinicky pouzivané multigenové expresni panely pro stanoveni progndzy a predikce
|éCby [Lin et al., 2017]. V pfipadé ccRCC, v soucasné dobé neexistuje zadny takovy multigenovy
expresni panel pro predikci odpovédi pacientl na |écbu pouZivany v klinické praxi, ale uz se
objevuji slibné vysledky identifikace konkrétnich gen(, které by mohly byt, takového panelu,

soucdsti [Pan et al., 2019].

V publikaci ,BAI1 as a prognostic marker of clear cell renal cell carcinoma (ccRCC)” jsme se
zamérili na hleddni prognostickych biomarker( u pacienti s ccRCC s potencidlem zpresnit
stratifikaci pacientt pro ndsledné rozhodnuti o IéCbé. Stanovili jsme prognosticky potencial
hladin expresi mRNA vybranych geni zapojenych do procesu angiogeneze u pacientt s
metastatickym ccRCC. Od kaZdého pacienta byl dispozici FFPE vzorek s tkdni primdrniho a
metastazujiciho nddoru. Pomoci metody RT real-time PCR byly mérfeny hladiny mRNA u
vybranych gend, u kterych se predpokldadalo, Ze se uplathiuji v procesu angiogeneze. Hodnotili
jsme vztah hladin expresi mRNA 97 geni u primdrniho a metastazujiciho nddoru k délce

intervalu bez progrese (PFl). Hodnoceni PFl bylo zaloZzeno na délce poddvdni Iécby, které
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pokracovalo, pokud pacient na IéCbu reagoval. Na zdkladé této analyzy jsme identifikovali 4
geny (BAl1, PDGFB, FGF4 a EPHB2), jejichZ hladiny exprese mRNA byly ve vztahu s PFl. U vsech
téchto 4 geni jsme zaznamenali vyssi hladiny expresi, které byly spojeny s kratsim PFIl. Pro
detailnéjsi analyzu, byly pro tyto 4 geny vytvoreny Kaplan-Meierovy krivky preziti. Zaznamenali
jsme statisticky vyznamny rozdil v ¢ase do progrese onemocnéni u pacientu s nizkou a vysokou
hladinou exprese genu BAI1 v metastazujici nddorové tkdni ccRCC. Pacienti s nizkou hladinou
exprese BAI1 méli lepsi progndzu. Vztah exprese genu BAI1 v nddorové tkdni ccRCC k prognoze
onemocnéni jsme ovérili u skupiny 606 pacienti s ccRCC, jejichZ data byly k dispozici ve verejné
pristupné TCGA KIRC databdzi. Stejné jako u nasi skupiny pacientd, tak i u pacient( z TCGA KIRC
databdze, kteri méli vyssi hladiny exprese BAl1, jsme zaznamenali signifikantné kratsi dobu

preziti (OS) a kratsi interval bez progrese (PFI).

Brain-specific angiogenesis inhibitor 1 (BAI1) je gen exprimovany zejména v mozku, ale jeho
exprese byla zaznamendna i v jinych orgdnech jako jsou ledviny nebo plice. Podili se predevsim
na regulaci rdstu cév. Bylo zjisténo, Ze vysoké hladiny genu BAI1 v mozku jsou sniZené
v mozkovych nddorech, coZ naznacuje jeho tumorsupresorovou funkci. Stejnd funkce genu
BAI1 byla zaznamendna i u bunék plicniho nddoru [Liu et al., 2020], coZ poukazuje na fakt, Ze
vysoké hladiny genu BAI1 by mély byt spojené s lepsi prognézou onemocnéni u pacientt
trpicich nddorovym onemocnénim. V nasi studii, u pacient se svétlobunécnym rendlnim
karcinomem, jsme zaznamenali, Ze pacienti s vysokymi hladinami BAI1 méli signifikantné
kratsi dobu preZiti (OS) a kratsi interval bez progrese (PFIl). Stejny vysledek jsme zaznamenali i
u 606 pacienti se svétlobunécnym rendlnim karcinomem, jejichZ data jsme ziskali z TCGA KIRC
databdze. Tyto vysledky naznacuji sloZitéjsi zapojeni genu BAI1 do procesu karcinogeneze. Je
ovSem potieba zminit, Ze vétsina pacient(i s ccRCC podstupuje antiangiogenni lécbu a
samozrejmé zde vyvstdva otdzka ovlivnéni vysledku efektem antiangiogenni lécby. My si
myslime, Ze samotnd lécba by nedokdzala zvrdtit hladiny tohoto genu a vysledky z obou

databdzi se odvijeji od vlastni role v procesu karcinogeneze ccRCC.

Vzhledem k tomu, Ze u nékterych typ( nddori je predpoklddd tumorsupresorovad funkce genu
BAI1 a nase vysledky u pacientt s ccRCC (jak vlastni soubor, tak hodnoty z TCGA KIRC databdze)
jsou v rozporu s touto predpoklddanou funkci, zamérili jsme se na vztah hladin expresi BAI1
k prognéze onemocnéni u jinych typu nadord. U pacientd s glioblastomem jsme nezaznamenali

Zddny vztah mezi hladinami exprese BAI1 k progndze onemocnéni (data byla pouZita z TCGA
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GBM databdze). U pacienti trpicich adenokarcinomem plic, ktefi méli nizsi hladiny exprese
BAI1, jsme zaznamenali signifikantné kratsi dobu OS a PFl (data byla pouZita z TCGA LUAD
databdze). Z toho duvodu se také priklanime k vysvétleni, Ze vysledky ukazuji jiny mechanismus

funkce u téchto nddort neZ u ndmi zkoumaného ccRCC.

7.5.1 Atlas rakovinového genomu (The Cancer Genome Atlas, TCGA)

TCGA je komplexni program v oblasti genomiky nddorovych onemocnéni, ktery je spolecné
podporovdn a fizen Ndrodnim institutem pro vyzkum rakoviny (NCI) a Ndrodnim vyzkumnym
ustavem pro lidsky genom (NHGRI) Spojenych stdti americkych. TCGA zacal v roce 2006 jako
pilotni projekt zaméreny na trfi typy onkologickych onemocnéni, a to na nddory vajecnikd, plic
a glioblastomy. V soucasné dobé TCGA databdze citd data od vice neZ 11 000 pacientl
reprezentujici 33 rlznych typu nddord. Tento soubor slouZi jako cenny zdroj dat popisujici
molekuldrni zmény, ke kterym dochdzi béhem nddorového onemocnéni a podporuje tak

biomedicinsky vyzkum [Hutter et al., 2018].
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7.6 Sarkomy

Sarkomy tvofi velice heterogenni skupinu nddord mezenchymalniho plvodu. Patfi mezi
vzacné nadory Citajici pfiblizné 1 % vsech lidskych malignit, kterymi rocné onemocni pfiblizné

200 000 lidi po celém svété [Taylor et al., 2011].

Sarkomy mohou byt rozdéleny podle rdznych kritérii. Z histopatologického hlediska mizeme
sarkomy rozdélit do dvou obsahlych skupin podle typu tkané, kde se primarné manifestuiji.
Prvni skupinu tvofi kostni sarkomy, zahrnujici osteosarkomy, chondrosarkomy a vétsinu
pfipadl Ewingova sarkomu. Druhou skupinu tvofi sarkomy mékkych tkani, zahrnujici
liposarkomy, fibrosarkomy, nediferencované pleomorfni sarkomy, leiomyosarkomy,
rabdomyosarkomy a fadu dalSich vzacnych, prevainé pediatrickych, sarkoma [Skubitz a

D'Adamo, 2007].

Na genomické Urovni mGZeme sarkomy rozdélit opét na dvé velké skupiny. Prvni skupina
zahrnuje predevsim pediatrické sarkomy, které se vyznacuji pfevazné normalnimi karyotypy a
definovanymi strukturnimi chromozomalnimi abnormalitami. Typické pro tuto skupinu
sarkom je vznik faznich gen(, ke kterym dochazi v disledku reciprokych translokaci. Druhou
skupinu predstavuji sarkomy dospélych pacientd, zahrnujici angiosarkomy, chondrosarkomy,
vétsinu liposarkomd, fibrosarkomy, leiomyosarkomy a nediferencované pleomorfni sarkomy,
které se obvykle vyznacuji velice komplexnimi karyotypy s rozsahlou genomickou nestabilitou
a Cetnymi numerickymi a strukturnimi aberacemi. Vztah mezi vékem ndstupu onemocnéni a
karyotypickou komplexitou ovSsem neni Uplné striktni, napf. osteosarkom, jenZ patfi mezi
karyotypicky velmi komplexni nadory, se Casto vyskytuje v détském véku. Naopak napfr.
dermatofibrosarkoma protuberans, jenz je typickym translokacni zavislym ndadorem, se

vyskytuje prevainé ve stfednim véku [Oda et al., 2017].

Sarkomy jsou charakterizovany velice variabilnim biologickym chovanim, od témér benignich
az po vysoce agresivni invazivni a metastatické nadory. Zatimco lokalizované nadory lze ¢asto
Uspésné chirurgicky [éc¢it pouze samotnou chirurgickou resekci nebo v kombinaci
s radioterapii, progndéza metastatickych sarkom( v pokrocilém stadiu byva Spatng,
s medidnem celkového preZiti 8 az 12 mésicl [Quesada et al., 2012]. | kdyZ problematika

vzniku sarkom( v poslednich letech zaznamenala velky pokrok, predevsim v souvislosti
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s identifikaci velkého poctu fuznich gen(, které vznikaji v dUsledku reciprokych translokaci, a
zkoumanim mezenchymalnich kmenovych bunék, ze kterych se pravdépodobné vyviji vétSina
sarkom(, relativné malého pokroku bylo dosazeno v pochopeni mechanismu, které jsou
zodpovédné za progresi sarkomu [Pennacchioli et al., 2012; Mertens, et al., 2016]. Vzhledem
ktomu, Ze rychlou progresi sarkoml mlZeme zaznamenat napfi¢ riznymi histologickymi

podtypy, domnivdm se, Ze by za tim mohly stat obecnéjsi biologické mechanismy.

Nejcastéjsi priCinou umrti souvisejici se sarkomy je metastaticka diseminace. Metastaticka
kaskada zahrnuje nékolik pfisné regulovanych udalosti. Na samotném pocatku celého
metastatického procesu musi byt burika schopna opustit misto primarniho nadoru a nasledné
putovat krevnim nebo lymfatickym obéhem na sekunddrni misto, kde znovu zahaji proliferaci.
Nadorova motilita a invazivita tedy predstavuji klicové momenty celé metastatické kaskady
uplatiujici se jak na jejim zacatku, tak v procesu kolonizace sekundarni tkané [Peychl et al.,

2003].

Urceni progndzy onemocnéni hraje klicovou roli ve stanoveni terapeutického pfistupu v péci
0 pacienty se sarkomem. Soucasné prognostické hodnoceni zaloZzené na FNCLCC klasifikaci
bylo nedavno rozsifeno o stanoveni genové exprese pomoci CINSARC expresniho genového
profilu. CINCARS identifikuje geny, které se primarné podileji na mitotické regulaci a
chromozomové integrité, jejichz deregulace muze vést ke zvySené genomové nestabilité.
Nékteré z identifikovanych genli mohou mit také vztah k progresi nadoru, to znamen3, ze
mohou ovliviiovat nddorovou motilitu nebo invazivitu. Plvodné byl CINSARC vypracovan ke
stanoveni progndzy onemocnéni u sarkomu, nasledné se ukazalo, Ze expresni hladiny CINSARC
dokazi predpovédét progresi i u jinych nadorl s rlznym biologickym chovanim, jako jsou

karcinomy, lymfomy a leukémie [Goncalves et al., 2021].

K pochopeni mechanismu progrese sarkomU muZe prispét i analyza experimentalnich
modelovych systému. Napfiklad in vitro model progresivni série krysich fibrosarkomovych linii
pomohl odhalit dalezity zaklad mechanismu motility, invazivity a metastatické kompetence

z hlediska cytoskeletalni dynamiky [Rosel et al., 2008].

Byly také odvozeny modely progresivnich bunécénych linii lidskych sarkom( spocivajici
v postupné in vitro transdukci virovych a bunécnych onkogenld do dospélych lidskych

fibroblastl nebo primarnich mezenchymalnich kmenovych bunék [Ramanathan et al., 2005;
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Funes et al., 2007]. Ty byly zvlasté ndpomocné pfi objasnéni metabolickych principl progrese
sarkom(l. Zatimco sarkomové burky odvozené od lidskych fibroblastl v in vitro podminkach
prochazely béhem terminalni transformace metabolickym prepnutim ve sméru glykolytické
drahy, jejich protéjsSky odvozené z primarnich mezenchymalnich kmenovych bunék zcela
spoléhaly na mitochondrialni oxida¢ni fosforylaci, glykolyza slouzila pouze jako docasné feseni

v reakci na hypoxii.

Progresivni H2-K/v-jun série mysich fibrosarkomt odvozena na Ustavu biologie LF UK v Plzni
umoznuje studium rlznych stadii nddorové transformace u sarkomd [Hatina et al., 2003].
Jejich celogenomova transkriptomicka analyza by mohla pomoci identifikovat geny
zodpovédné za proliferaci, motilitu a invazivitu a poskytnout tak informace o biologickych
mechanismech vzniku a progrese sarkom(, které by pomohly nalézt nové prognostické

markery a potenciadlni terapeutické cile.

Tato progresivni série se sklada ze 4 bunécénych linii, JUN-1, JUN-2, JUN-2fos-3 a JUN-3.
Bunécné linie JUN-1, JUN-2 a JUN-3 predstavuji linedrni progresi od nejméné
transformovaného fenotypu JUN-2 s nizkou Urovni proliferace, motility a invazivity po vysoce
transformovany fenotyp bunék JUN-3 s vysokou urovni proliferace, motility a invazivity. U
dcefiné linie JUN-2fos3 odvozené z JUN-2 sarkomové linie doslo k malé deregulaci bunééného

rdstu a proliferace, ale k vyrazné manifestaci bunécné motility a invazivity.

V puvodni prdci ,,Complex Interplay of Genes Underlies Invasiveness in Fibrosarcoma
Progression Model” jsme se podrobnéji zaméfili na transkriptom invazivnich sarkomovych linii.
Ukdzalo se pfitom, Ze vykazuje pozoruhodnou komplexitu a provdzanost, kdy jednotlivé
specificky exprimované geny a jimi kodované proteiny vytvdri sit funkcnich interakci, které se
vzdjemné zcdsti kompenzuji, zCéasti zesiluji. Jednim z vyznamnych autokrinnich motilitnich
faktord, ktery jsme identifikovali, je Semaforin 3A. Byl rovnéZ nezdvisle popsdn jakoZto Siroce
aktivni inhibitor angiogeneze. Tato aktivita, kterd je sama o sobé téZzko kompatibilni
s nddorovou progresi, je kompenzovdna specifickou expresi nékolika dobfe charakterizovanych
aktivdtort angiogeneze, jako je Angiopoetin-2 nebo Vaskuldrni endotelidlni riistovy faktor — D,
pficemZ oba znich zdroven vykazuji rovnéZz motilitu stimulujici aktivitu na buriky
mezenchymdlniho pivodu, dobre charakterizovanou a popsanou v riiznych modelovych

systémech. Je zajimavé, Ze v transkriptomickém profilu aktivovanych geni nenalézdme Zddny
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gen kddujici nékterou z protedz spojenych s nddorovou invazivitou, coZ ukazuje, Ze invazivita
v tomto experimentdlini systému je primdrné zdvisld na motilité sarkomovych bunék, nikoli na
jejich schopnosti degradovat extraceluldrni matrix; dvé z metaloproteindz matrix, MMP-3 a
MMP-13, jsou dokonce mezi geny, jeZ jsou reprimovdny v invazivnim transkriptomu. Dalsi
z reprimovanych gend, Xist, koduje dlouhou regulacni RNA, kterd hraje klicovou roliv inaktivaci
X-chromozdmu u savcu. Jeji snizend exprese by mohla usnadnit aktivaci nékterych X-vdzanych
gend, mezi jinymi napf. genu kodujicimu prdvé VEGF-D. Pro rfadu proteind, jejichZ exprese je
aktivovdna v radmci invazivniho transkriptomu, jsou v soucasnosti dostupné farmakologické
inhibitory; vedle farmakologického blokovdni autokrinné motilitniho signdlniho systému CCL-8
— CCR5, jehoz ucinnost jsme v prdci pfimo otestovali, se jednd napr. o inhibitory Angiopoetinu-
2 ¢i Semaforinu 3A, coZ by mohlo v delsim casovém horizontu rozsifit farmakologickou lécbu
sarkomi. Testovdni moZnosti farmakologickd blokace Semaforinu 3A je v soucasnosti
predmétem mezindrodniho projektu (Co-targeting semaphorin and VEGF receptors in
experimental cancer treatment - Charles University 4EU+ Minigrants 2021 ve spoluprdci

s Univerzitou v Heidelbergu a Univerzitou ve Varsavé), na jehoZ reseni se rovnéz podilim.

7.6.1 Mezenchymalni kmenové bunky a sarkomové kmenové bunky

Mezenchymalni kmenové burnky (MSC) si ziskaly velky zajem v oblasti klinické mediciny,
predevsim v regenerativni mediciné diky svym schopnostem reparovat poskozené
mezenchymalni tkané a modulovat imunitni systém. Jsou charakterizovany schopnosti
sebeobnovy a vysokym diferenciacnim potencidlem. Diferencuji se v Siroké spektrum
bunécnych typl vietné osteoblastl, chondroblastli, myoblast(i, fibroblastd a adipocyta.
PFesto existuji jisté obavy tykajici se jejich role v lidském téle. Na jednu stranu hraji vyznamnou
roli v regeneraci a obnové tkani, na druhou stranu se ukazalo, Ze mezenchymalni kmenové
buriky a jejich transformace vsarkomové kmenové bunky hraji dllezZitou roli v procesu

karcinogeneze [Lye et al., 2016].

Nadorové kmenové burky (CSC) jsou buriky vznikajici transformaci normdalnich kmenovych
bunék, které maji schopnost sebeobnovy a soucasné diferenciace v jakykoliv typ nadorové

bunky v daném nadoru. Ukazalo se, Ze CSC hraji vyznamnou roli v rezistenci k protinadorové
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|éCbé, jako je chemoterapie nebo radioterapie, a navic se vyznacuji zvysenym metastatickym
potencidlem. Epigenetické zmény a postupna akumulace mutaci, které Usti v genotypové a
fenotypové rozdily mezi nadorovymi a nendadorovymi kmenovymi bunkami pfedstavuji klicové
procesy vedouci ke schopnosti téchto transformovanych bunék aktivovat nadorovy rlst a

odolavat terapii.

Vzhledem k tomu, Ze jsou nddorové kmenové burky pravdépodobné zodpovédné za progresi
nadoru, metastazovani a vznik chemorezistence, predstavuje jejich identifikace v soucasnosti
dllezitou oblast vyzkumu. Existuji experimentdlni studie, které dokazuji pfitomnost

sarkomovych kmenovych bunék, podobné jako je tomu u karcinom nebo leukémii.

V nasi kniZni kapitole ,Sarcoma Stem Cell Heterogeneity” jsme se zabyvali vSemi aspekty
problematiky mezenchymdlnich a sarkomovych kmenovych bunék jakozto klicové bunécné
populace odpovédné za nepretrZity rist a progresi sarkomu. U mezenchymdlnich kmenovych
bunék je potencidl triliniové in vitro diferenciace povaZovdn za jakési definicni kritérium. Po
vhodné stimulaci jsou schopné se diferencovat na osteoblasty, chondrocyty nebo adipocyty.
Skutecny diferenciacni potencial MSC se ale lisi. Minimdlné v in vitro podminkdch jsou schopné
vstoupit do neurogenni diferenciacni drahy. Samozrejmé se také diferencuji ve fibroblasty,

nejhojnéji se vyskytujici buriky pojivovych tkani [Kubo et al., 2016].

MSC lIze snadno ziskat z riznych tkdni, typickymi zdroji jsou kostni dferi a bild tukovd tkar.
Buriky odvozené z téchto tkdni ale nejsou identické a lisi se svym diferenciacnim potencidlem
a epigenetickou regulaci gend. Tyto biologické rozdily vedou k riznému ndzvoslovi, pro MSC
odvozené z kostni drfené (BM-MSC) bylo neddvno navrZeno, aby byly nazyvdny kosterni
kmenové burky, zatimco MSC z bilé tukové tkdné jsou tradicné nazyvdny stromdlni buriky
odvozené z adipdzni tkané (ASCs). Specidlnim typem kmenovych bunék kosterni svaloviny jsou
satelitni buriky, které se mohou diferencovat v buriky kosterniho svalstva. Existuje také
samostatnd populace dospélych kmenovych bunék, kmenové buriky neurdini listy, které se
mohou diferencovat ve specializované neurony, gliové buriky a melanocyty, ale také v celé
spektrum mezenchymdlnich bunék. Jak rizné populace mezenchymdlnich kmenovych bunék,
tak kmenové buriky neurdlni listy, byly navrZeny jako buriky, jejichZ genetickou a epigenetickou

transformaci je odstartovdn proces sarkomageneze.

71



Pri identifikaci sarkomovych kmenovych bunék se pouZivaji stejné metody, jako se pouzivaji u
rtiznych karcinomd, lymfomi a leukémii. Jednou z moZnosti je identifikace prostrednictvim
specifickych molekul, které buriky exprimuji na svém povrchu. Mezi tyto metody patri
pratokovad cytometrie, predevsim detekce specifickych povrchovych markerd, jako jsou CD44,
CD90 a CD133 [Fujiwara et al., 2013]. Dalsi moZnosti je identifikace chemorezistentnich
nddorovych a normdlnich kmenovych bunék pomoci tzv. metody vedlejsi populace (SP, side
population) nebo Aldefluor testu. Mnoho studii dokazuje, Ze buriky tzv. vedlejsi populace
izolované z riznych solidnich nddort vykazuji vlastnosti kmenovych bunék a jsou zodpovédné
za rezistenci k chemoterapii a recidivu onemocnéni. Metoda tzv. vedlejsi populace sortuje
buriky s vysokou expresi transmembrdnovych protein(i z ABC rodiny, zejména ABCB1 a ABCG2,
jejichZ zvysené exprese jsou povaZované za moznou pricinu rezistence nddorovych kmenovych
bunék k chemoterapeutikim [Dean, 2009]. Aldefluor test identifikuje buriky exprimujici vysoké
hladiny enzymu aldehyddehydrogendzy (ALDH), zejména ALDH1A1 a ALDH1A3. VyssSi exprese
ALDH jsou specifické pro nddorové kmenové buriky, a proto jsou vyuZivdny jako jeden
zmarkert CSC. RovnéZ zvysend aktivita ALDH je spojena s rezistenci bunék k chemoterapii

[Skoda et al., 2012].

Nékolik experimentdlnich modell ukdzalo, Ze vyvoj a progrese sarkomu jsou spojeny s vyssi
frakci kmenovych bunék, exprimovanych jako pozitivni na Aldefluor test i analyzu vedlejsi
populace. [Krause et al., 2014]. SigndIni drdhy zodpovédné za kmenovost sarkomovych
kmenovych bunék jsou prekvapivé rozdilné od vétsiny karcinomd. Napr. signdini dréha Wnt/B-
katenin, nepostradatelnd pro nddorové kmenové buriky fady karcinomu (tlusté strevo,
vajecniky, jatra aj.) v kontextu sarkomageneze vystupuje vyhranéné supresivné, ve smyslu
podpory diferenciace a senescence. Pro sarkomy, véetné sarkomovych kmenovych bunék je
tedy typicka specificka inhibice této signdlni drahy, napr. formou zvysené exprese inhibitort
rodiny Dickkopf. U karyotypicky velmi nestabilnich sarkomd, jako je osteosarkom nebo
dediferencovany liposarkom, vyvstdva otdzka, nakolik ovliviiuje neustdld proména karyotypu
fenotyp sarkomovych kmenovych bunék. V nasi kniZni kapitole jsme formulovali smélou
hypotézu, Ze vedle obvyklych mechanismui diferenciace nebo dediferenciace mizZe byt
kmenovost také ovlivnéna aktudlnim genotypem, to znamend, Ze aktudlni kombinace mutaci
muZe propljcit dediferencovanym burikdm kmenovy charakter, ktery je ovsem pouze docasny

a ztrdci, se vedle diferenciace i v prubéhu dalsi komplexni promény karyotypu. Sarkomové
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kmenové burniky tak ziskavaji spisSe charakter funkcniho fenotypu, spise neZ diskrétni a relativné
stabilni bunécné populace. Nakolik obecné je toto pojeti a nakolik miZe byt aplikovdno rovnéz
na ostatni typy karyotypicky komplexnich nddor( zistdva predevsim predmétem dalsich

vyzkumda.

V nasi kniZni kapitole ,Sarcoma Stem Cell Heterogeneity” jsme se zabyvali vSemi aspekty
problematiky mezenchymdlnich a sarkomovych kmenovych bunék jakozto klicové bunécné
populace odpovédné za nepretriity rist a progresi sarkomi. U mezenchymdlnich kmenovych
bunék je potencidl triliniové in vitro diferenciace povaZovdn za jakési definicni kritérium. Po
vhodné stimulaci jsou schopné se diferencovat na osteoblasty, chondrocyty nebo adipocyty.
Skutecny diferenciacni potencial MSC se ale lisi. Minimdlné v in vitro podminkdch jsou schopné
vstoupit do neurogenni diferenciacni dréhy. Samoziejmé se také diferencuji ve fibroblasty,

nejhojnéji se vyskytujici buriky pojivovych tkani [Kubo et al., 2016].

MSC Ize snadno ziskat z riznych tkdni, typickymi zdroji jsou kostni dferi a bild tukovd tkar.
Buriky odvozené z téchto tkdni ale nejsou identické a lisi se svym diferenciacnim potencidlem
a epigenetickou regulaci gend. Tyto biologické rozdily vedou k riiznému ndzvoslovi, pro MSC
odvozené z kostni drfené (BM-MSC) bylo neddvno navrZeno, aby byly nazyvdny kosterni
kmenové buriky, zatimco MSC z bilé tukové tkdné jsou tradicné nazyvdny stromdlni buriky
odvozené z adipdzni tkané (ASCs). Specidlnim typem kmenovych bunék kosterni svaloviny jsou
satelitni buriky, které se mohou diferencovat v buriky kosterniho svalstva. Existuje také
samostatnd populace dospélych kmenovych bunék, kmenové buriky neurdini listy, které se
mohou diferencovat ve specializované neurony, gliové buriky a melanocyty, ale také v celé
spektrum mezenchymdlnich bunék. Jak rizné populace mezenchymdlnich kmenovych bunék,
tak kmenové buriky neurdlni listy, byly navrZeny jako buriky, jejichZ genetickou a epigenetickou

transformaci je odstartovdn proces sarkomageneze.

Pri identifikaci sarkomovych kmenovych bunék se pouZivaji stejné metody, jako se pouzivaji u
ruznych karcinomd, lymfomu a leukémii. Jednou z mozZnosti je identifikace prostrednictvim
specifickych molekul, které buriky exprimuji na svém povrchu. Mezi tyto metody patfi
pratokovd cytometrie, predevsim detekce specifickych povrchovych markert, jako jsou CD44,
CD90 a CD133 [Fujiwara et al., 2013]. Dalsi mozZnosti je identifikace chemorezistentnich

nddorovych a normdlnich kmenovych bunék pomoci tzv. metody vedlejsi populace (SP, side
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population) nebo Aldefluor testu. Mnoho studii dokazuje, Ze buriky tzv. vedlejsi populace
izolované z riznych solidnich nddort vykazuji viastnosti kmenovych bunék a jsou zodpovédné
za rezistenci k chemoterapii a recidivu onemocnéni. Metoda tzv. vedlejsi populace sortuje
buriky s vysokou expresi transmembrdnovych protein(i z ABC rodiny, zejména ABCB1 a ABCG2,
jejichZ zvysené exprese jsou povaZované za moznou pricinu rezistence nddorovych kmenovych
bunék k chemoterapeutikim [Dean, 2009]. Aldefluor test identifikuje buriky exprimujici vysoké
hladiny enzymu aldehyddehydrogendzy (ALDH), zejména ALDH1A1 a ALDH1A3. VyssSi exprese
ALDH jsou specifické pro nddorové kmenové buriky, a proto jsou vyuZivdny jako jeden
zmarkert CSC. RovnéZ zvysend aktivita ALDH je spojena s rezistenci bunék k chemoterapii

[Skoda et al., 2012].

Nékolik experimentdlnich modell ukdzalo, Ze vyvoj a progrese sarkomu jsou spojeny s vyssi
frakci kmenovych bunék, exprimovanych jako pozitivni na Aldefluor test i analyzu vedlejsi
populace. [Krause et al., 2014]. SigndIni drdhy zodpovédné za kmenovost sarkomovych
kmenovych bunék jsou prekvapivé rozdilné od vétsiny karcinoma. Napr. signdini dréha Wnt/B-
katenin, nepostradatelnd pro nddorové kmenové burky rady karcinomu (tlusté strevo,
vajecniky, jatra aj.) v kontextu sarkomageneze vystupuje vyhranéné supresivné, ve smyslu
podpory diferenciace a senescence. Pro sarkomy, véetné sarkomovych kmenovych bunék je
tedy typicka specificka inhibice této signdlni drahy, napr. formou zvysené exprese inhibitort
rodiny Dickkopf. U karyoptypicky velmi nestabilnich sarkomd, jako je osteosarkom nebo
dediferencovany liposarkom, vyvstdva otdzka, nakolik ovliviiuje neustdld proména karyotypu
fenotyp sarkomovych kmenovych bunék. V nasi kniZni kapitole jsme formulovali smélou
hypotézu, Ze vedle obvyklych mechanismi diferenciace nebo dediferenciace mize byt
kmenovost také ovlivnéna aktudlnim genotypem, to znamend, Ze aktudlni kombinace mutaci
muZe propljcit dediferencovanym burikdm kmenovy charakter, ktery je ovsem pouze docasny
a ztrdci, se vedle diferenciace i v pribéhu dalsi komplexni promény karyotyu. Sarkomové
kmenové buriky tak ziskdavaji spise charakter funkcniho fenotypu, spise nez diskrétni a relativné
stabilni bunécné populace. Nakolik obecné je toto pojeti a nakolik miZe byt aplikovdno rovnéZ
na ostatni typy karyotypicky komplexnich nddor( zistdva predevsim predmétem dalsich

vyzkumda.
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8 Zavérecné shrnuti

Molekuldrné biologicky pfistup ke studiu nador(i zaZziva v soucasnosti obrovsky rozvoj. Nové
poznatky v patogenezi nadorovych onemocnéni pomahaji pochopit jeji slozitost a
komplexnost. V poslednich letech je snaha predevsSim o personalizovanou medicinu, kdy je
|écba individualizovana kazdému pacientovi a pro kazdy nador na zakladé molekuldrni
charakteristiky nadorové tkané. Jednim zcili soucasné molekuldrni biologie je nalézani
novych biomarker(i, které by vedly ke zpfesnéni diagnostiky onemocnéni nebo by mély
prediktivni ¢i prognostickou vypovédni hodnotu. Touto problematikou se zabyvdme i na
Ustavu biologie LF UK v Plzni, kde se ndm v rdmci vyzkumu zaméfeného na solidni nadory
podafilo nalézt nékolik potencidlné nadéjnych biomarker(. Ziskané vysledky jsme prezentovali

v fadé odbornych publikaci a jsou komentované v této disertacni praci.

V poslednich dekadach se ¢ast vyzkumu upina k detekci nekddujicich RNA, predevsim pak
molekul miRNA, které se zdaji byt vhodnymi kandidatnimi biomarkery. Pro pfedpovézeni
ucinnosti chemoterapie pacientll se skvaméznim plicnim karcinomem se nam podafilo
identifikovat 3 miRNA (miR-34a, miR-224 a miR-34), které jsou ve vztahu k preziti, tedy i do
znacné miry k ucinnosti chemoterapie. Je zajimavé, Ze nejlepsSich vysledk(l jsme dosahli
kombinaci rliznych hladin vSech tfi miRNA, coZ naznacuje, Ze efekt dané miRNA nezavisi jen
na jeji hladinég, ale je také ovlivnén dalSimi hladinami jinych miRNA, které vytvareji spole¢nou

regulacni sit. Tento vysledek mizZeme interpretovat jako v souladu s ceRNA hypotézou.

Zjistili jsme, Ze predoperacni plazmatické hladiny miR-20a, miR-21 a miR-23a maji u pacient
s kolorektalnim karcinomem prognosticky vyznam. Nejpresnéjsi predpovézeni pfiznivé a
nepfiznivé prognozy bylo dosazeno kombinaci miR-21, miR-20a, miR-23a, CEA a CA19-9, tzn.
jak molekul miRNA, tak klasickych nadorovych markerd. Po chirurgickém odstranéni nadoru
doslo k poklesu plazmatickych hladin miR-20a, miR-23a, miR-210 a miR-223a. Poutziti téchto
miRNA pro véasnou detekci recidivy je vsak limitovano jejich nizkou specificitou ve srovnani s

CEA a CA19-9. CEA a CA19-9 mély v nasi studii vysokou specificitu, ale nizkou senzitivitu.

Nejen z nasich vysledk( vyplyva, Ze miRNA predstavuji potencialné velice slibné biomolekuly
zapojené do patofyziologie nadorovych onemocnéni, jejichz hladiny odrazeji aktivitu
onemocnéni. Ovsem je potfeba zminit, Ze stanoveni hladin miRNA je stale technicky a ¢asové

75



narocné. Pro zavedeni stanoveni hladin miRNA do klinické praxe bude potfeba standardizovat
a zrychlit tyto metody. Potom budou mit miRNA velky predpoklad stat se cennymi biomarkery

v péci o onkologické pacienty.

Metoda OSNA je vysoce citlivda molekularni metoda, ktera, jak jsme ukazali, detekuje nadorové
buriky v lymfatickych uzlindch senzitivnéji ve srovnani s rutinné pouzivanymi metodami (H&E,
IHC CK 19). Metoda OSNA byla plivodné vyvinuta pro detekci metastaz v lymfatickych uzlinach
karcinomu prsu, kde je jiz pouzivana v klinické praxi. Vyhodou této metody je jeji rychlost a
moznost vySetreni celé uzliny, prostfednictvim kompletni homogenizace. Vzhledem k tomu,
Ze se vyznacuje i vysokou sensitivitou a specificitou, je testovana i pro vysetfovani u dalSich
onkologickych onemocnéni. Navrhli jsme zplisob pouziti metody OSNA, véetné zpUsobu
zpracovani uzlin (specifickym poolovanim uzlin) u pacientt Ié¢enych pro plicni karcinomy.
Ukazalo se vsak, Ze vyssi citlivost této metody u plicnich karcinoma oproti rutinnim metodam
neni v souladu s klinickym prlilbbéhem onemocnéni. Proto jsme navrhli zvySeni hladiny cut-off
CK19, které by zvysilo shodu mezi metodami OSNA a H&E. V soucasné dobé firma Sysmex
(Kobe, Japonsko) dodava novéjsi pristroj RD210i, kde je jiZ citlivost detekce upravena ve sméru

jejiho snizeni.

Stanovili jsme prognosticky vyznam mutované DNA genu KRAS v plazmé (ctDNA), stanovené
metodou ddPCR, u pacient( s jaternimi metastdzami kolorektalniho karcinomu. U parovych
vzork( jsme detekovali metodou ddPCR 75% shodu vysledkd mezi tkafovymi (FFPE) vzorky a
stanovenim v plazmé. Tyto vysledky ukazuji, Ze v urCitych pfipadech muiZze byt vhodnéjsi
stanovovat pfitomnost KRAS mutace metodou tekuté biopsie a mohou tak poskytnout dalsi
informace o pribéhu a progndze onemocnéni, coz mlze byt uzite¢né pfi rozhodovani o pouziti
vhodné |écby. Zaroven mulze byt pro detekci mutace genu KRAS metodou ddPCR pouZita

plazma tam, kde neni dostupna tkan (se znalosti limit(i tohoto pouziti).

Identifikovali jsme gen BAI 1 jako prognosticky marker svétlobunécného renalniho karcinomu
a mohl by tak byt zafazen do panelu genl pro zpfesnéni progndzy, na zakladé, které jsou
pacienti s metastazujicim ccRCC stratifikovani pro lé¢bu. Zaznamenali jsme, Ze pacienti

s vysokymi hladinami BAI1 méli signifikantné kratSi dobu preziti a kratSi interval bez progrese.

U invazivnich sarkomovych linii jsme provedli celogenomovou transkriptomickou analyzu.

Identifikovali jsme vyznamny autokrinni motilitni faktor Semaforin 3A, jehoz exprese je
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aktivovdna vrdmci invazivniho transkriptomu. V soucasné dobé spolupracujeme na
mezinarodnim projektu, jehoZ soucasti je testovani farmakologického blokovani Semaforinu

3A. Zavedeni novych farmakologickych inhibitor( by mohlo pomoci v [é¢bé sarkomd.

V nasi knizni kapitole jsme komplexné shrnuli aspekty mezenchymalnich a sarkomovych
kmenovych bunék jakoZzto bunék zodpovédnych za nepretrzity rlist a progresi sarkom(. Teorie
nadorovych kmenovych bunék je respektovana u fady solidnich nador(, véetné sarkomdu.
Zdokonalené metody pritokové cytometrie umoznuji identifikovat bunky zodpovédné za
iniciaci nadorového rdstu a progresi onemocnéni, metastazovani, ale i rezistenci vUci
chemoterapeutikiim - nddorové kmenové bunky. Jednou z moznosti jejich identifikace je
detekce molekul, které tyto bunky exprimuji, pfedevsim CD44, CD90 a CD133. | kdyz nebyly
tyto markery zatim zavedeny do rutinni diagnostiky, fada studii ukazuje, Ze exprese téchto

molekul by mohly slouZzit jako vhodné biomarkery pro zachyt metastaz a recidivy onemocnéni.

Nové nadorové biomarkery predstavuji moznost, jak zlepsit diagnostiku a Ié¢bu onkologickych
onemocnéni. Znalosti vtomto oboru dosahly v poslednich letech velkého pokroku, proto se
jejich zavedeni do rutinni klinické praxe zda byt dalSim logickym krokem, ktery by vedl ke

zdokonaleni 1é¢by a prodlouzeni délky Zivota onkologickych pacientd.

77



9 Nejvyznamnéjsi vysledky

1. U pacientl s NSCLC jsme identifikovali 3 tkariové miRNA (miR-34a, miR-224 a miR-34)
s prognostickym vyznamem. NejlepSich vysledk( jsme dosahli riznymi kombinacemi

hladin vSech tfi miRNA. Tento vysledek podporuje tzv. ceRNA hypotézu.

2. U pacientl s kolorektdlnim karcinomem jsme nalezli 3 cirkulujici miRNA (miR-20a, miR-
21 a miR-23a), jejichz predoperacni hladiny maji prognosticky vyznam. Nejpfesnéjsiho
predpovézeni pfiznivé a nepfiznivé progndzy jsme dosahli kombinaci téchto 3 miRNA

a rutinné pouzivanych marker(i CEA a CA19-9.

3. Metodou OSNA jsme detekovali vyssi zachyt metastatického postizeni lymfatickych
uzlin u plicniho karcinomu a karcinomu endometria ve srovnani s patologickym
ultrastagingem. Pro plicni karcinomy jsme navrhli novou hladinu cut-off CK19, pomoci
které vysledky pozitivity lymfatickych uzlin presnéji koresponduji s prlibéhem
onemocnéni. Navrhli jsme zpUsob pouziti metody OSNA pfi absenci konceptu

sentinelové uzliny (u paciet(i s NSCLC).

4. U pacientl s jaternimi metastdzami kolorektdlniho karcinomu jsme metodou ddPCR
prokazali prognosticky vyznam ctDNA. Zjistlili jsme, Ze v pfipadé absence tkanového
vzorku nadoru pro vySetreni prfitomnosti mutaci KRAS genu, je mozno tento vzorek do

urcité miry nahradit analyzou ctDNA.
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