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1 ABSTRAKT (esky)

Habilitacni prace Marka Svobody na téma ,ldentifikace a studium molekuldrnich biomarkerd
z hlediska individualizace 1é¢ebné-preventivnich strategii v onkologii” je zpracovana formou
komentovaného souboru vybranych védeckych praci autora.

Uvodni kapitola pfindsi zakladni informace o principech individualizované mediciny a
o uplatfovani individualizovaného pfistupu k pacientovi. Definuje biomarkery, jejich
klasifikaci a biogenezi. Nasleduji Ctyri kapitoly vénované jednotlivym typlim biomarkerd
(biomarkery rizika, diagnostické biomarkery, prognostické biomarkery, prediktivni
biomarkery) a vyznamu, ktery z hlediska individualizace lécebné-preventivnich strategii
v onkologii maji. Na pocatku kazdé kapitoly je vzdy jejich struény prehled se zamérenim na
ty, které jsou klinicky relevantni, a poté vlastni prispévek autora k dané problematice.

V kapitole ,Biomarkery rizika“ je komentovano celkem 7 praci, které se zabyvaji jednak
vyznamem mikroRNA v patogenezi kolorektdlniho karcinomu a vybranymi aspekty
nutrigenomiky, a jednak monogenni dédicnosti nadord, a to predevsim ve vztahu k triple-
negativnimu karcinomu prsu a mutacim BRCA1 genu.

V kapitole , Diagnostické biomarkery” je komentovano celkem 12 praci, ve kterych je vyzkum
zaméren zejména na identifikaci kratkych a dlouhych nekddujicich RNA, jejichz exprese se lisi
mezi nadorovou a okolni zdravou tkani a dale mezi primarnimi nadory, které metastazovaly
lymfogenné do regiondlnich uzlin nebo viscerdlné hematogenni cestou. NasSe publikace
o vyznamu miR-21, miR-31, miR-143 a miR-145 ve vztahu k metastazovani kolorektalniho
karcinomu byla historicky Sestou praci zabyvajici se vibec analyzou mikroRNA u tohoto
onemocnéni. Jeji citovanost za 5 let dosahla ohlasu 200 citaci v databazi ISI| WOS. Dalsi prace
v kapitole se zabyvaji molekuldrni klasifikaci vybranych malignit.

V kapitole ,,Prognostické biomarkery” je komentovano celkem 9 praci. Zabyvaji se validaci
stavajicich a identifikaci novych prognostickych faktor( a biomarkerl. V pripadé triple-
negativniho karcinomu prsu potvrzujeme prognosticky vyznam exprese cytokeratinG
bazéalniho typu 5/6 a jako prvni i mikroRNA miR-34. U kolorektalniho karcinomu potvrzujeme
prognosticky vyznam miR-21 a uc.73. U renadlniho karcinomu miR-106b, miR-127-3p,
miR-145 a miR-126. Stejné tak potvrzujeme prognosticky vyznam Hengova modelu
aplikovany na populaci nasich pacientli s metastatickym renalnim karcinomem. V pfipadé
pacientld s multiformnim glioblastomem prokazujeme prognosticky vyznam u miR-21 a
miR-181c.

V kapitole ,,Prediktivni biomarkery” je komentovdno celkem 8 praci. Zabyvdme se predikci
u cilené anti-Her-2 terapie u karcinomu prsu a potvrzujeme prediktivnim vyznamem pAkt a
S6K kindz. U pacientll podstupujicich neoadjuvantni chemoradioterapii pro karcinom rekta
nalézame profily exprese mikroRNA, které s vysokou senzitivitou a specificitou predikuji
odpovéd na tuto IéCbu. U pacientli s multiformnim glioblastomem nachazime mikroRNA a
epigenetické modifikace vybranych gen(i asociované s odpovédi na lé¢bu chemoradioterapii
s temozolomidem. U pacientl s neuroendokrinnimi tumory jsme identifikovali molekularni
prediktory odpovédi na somatostatinova analoga.

V posledni kapitole ,Studium biomarkerl v onkologii — vyznam funkcénich studii“ jsou
komentovany celkem 4 prace, které demonstruji vyznam funkéni studii pfi hledani a validaci
kauzalnich vztaht mezi molekuldrnimi biomarkery a nadorovym onemocnénim. Jedna z praci
se zabyva testovanim ucinnosti protinadorovych Iéciv in vitro.



2 ABSTRACT (English)

The habilitation thesis of Marek Svoboda on "ldentification and study of molecular
biomarkers from the perspective of personalized therapeutic and prevention strategies in
oncology” is a set of author’s selected scientific papers supplemented with further
commentaries.

The introductory chapter defines the principles of personalized medicine and its
implementation to everyday practice. The biomarkers, their classification as well as
biogenesis are presented at this point. The following chapters deal with particular types of
biomarkers (biomarkers of risk and exposure, diagnostic biomarkers, biomarkers in
prognosis and prediction) and their significance in the personalized strategies in oncology.
Every chapter is provided with a definition of the respective biomarker category in the
beginning, followed by a concise review of the most clinically relevant biomarkers and
supplemented by author’s commentary on the topic. The investigation is focused mainly on
colorectal cancer (CRC), breast cancer (BC), renal carcinoma (RC), as well as less common
malignancies such as glioblastom multiforme (GM)and neuroendocrine tumors (NET).

The chapter ,Biomarkers of Risk and Exposure” covers 7 scientific papers analyzing the role
of microRNA in the pathogenesis of CRC, selected aspects of nutrigenomics, as well as
monogenic heredity of tumors, especially in relation to BC and BRCA1 mutations.

The chapter , Diagnostic Biomarkers” encompasses 12 works investigating the short and
long non-coding RNA structures with significant difference in its expression among various
tissues (malignant vs. non-malignant tissue, primary tumors with lymphatic vs. hematologic
spread). Our work evaluating the role of miR-21, miR-31, miR-143 and miR-145 in metastatic
CRC was historically the sixth analysis ever to deal with microRNA analysis within this
diagnosis. There have been as many as 200 citations reported in last 5 vyears.

In the chapter ,,Prognostic Biomarkers” the author compiles results of 9 works examining the
validity of current biomarkers as well as identifying new potential prognostic factors. In the
case of a tripple-negative BC we managed to confirm the significance of cytokeratin
expression and miR-34b a prognostic factors. Further, we proved the prognostic significance
of miR-21 and uc.73 in CRC, whereas in RC it was miR-106b, miR-127-3p, miR-145 a miR-126.
Moreover, we confirmed the prognostic value of Heng’s model when applied on a
population of domestic patients with metastatic RC. In case of GM we validated the
prognostic importance of miR-21 a miR-181c.

The chapter , Predictive Biomarkers” adresses 8 works. Herein we are describing the
predictive role of pAkt and S6K kinases in Her-2 therapy of BC. Likewise, in patients with
rectal cancer undergoing neoadjuvant chemoradiotherapy we reveal microRNA expression
profiles that predict the therapy outcome with high sensitivity and specificity. In patients
with GM we identify microRNA and epigenetic mutations of particular genes associated with
a better treatment response to chemoradiotherapy with temozolomide. Similarly, for NET
there were identified several predictors of somatostatin analogues treatment response.

In the last chapter called , Biomarkers in oncology — the importance of functional studies”
the author addresses 3 works dealing with the role of function studies in the investigation
and validation of causal relationship between the molecular biomarkers and a certain
malignancy. Finally, one of the works refers to the assesment of anticancer drug efficacy.
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3 UvoD

3.1 INDIVIDUALIZOVANA MEDICINA A INDIVIDUALIZOVANY PRiSTUP

Jak dokazuji dobové texty Hipokrata a Galéna z obdobi starovékého Recka a Rima,
princip ,,spravna |écba sprdvnému pacientovi“ je v mediciné praktikovan po milénia,
byt vidy v kontextu znalosti, technickych moZnosti a filozofického smysleni dané
doby, pripadné i mista (1,2). Sou¢asna mira znalosti o etiopatogenezi lidskych chorob
a technickd vyspélost, snimiz Uzce souvisi mozZnosti diagnostiky a |écby, ndm
umoznuji individualizovat zdravotni péci ve vztahu k jednotlivym pacientlim a jejich
chorobam vtakovém rozsahu, Ze pojem ,individualizovana (personalizovana)

medicina®’ jiz predstavuje skutecny multidisciplinarni pfistup (3).

Individualizovand medicina tedy pfizpUsobuje preventivni a lécebné plany na
zakladé objektivnich parametrl charakterizujicich biologickou individualitu
jednotlivych pacientll a jejich onemocnéni a dava vétsi predpoklady k dosazeni
lepsSich vysledkd l1é¢by, vy$si compliance a vétsi spokojenosti pacienta a k efektivnimu

pouziti finacnich prostfedkl vynaloZzenych na danou péci.

PredloZzend definice individualizované mediciny vychazi ze soucasného postaveni
mediciny, tj. aplikovaného biologického oboru. V pripadé clovéka je vSak nezbytné
uplatnovat i individualizovany pfistup, ktery zohlednuje rfadu dalSich faktor(. Jedna

se predevsim o faktory socidlni (napt. vzdélani, rodina, etnicita, kulturni prislusnost),

*k . . . . . ’ . 7 , 7 ’ . .

V textu uzivdm pojmu ,individualizovana medicina“, ktery dle mého nazoru vystihuje
individualizovany pfistup nejenom k pacientovi, ale k vlastni nemoci, |épe neZ bézné uzivany pojem
»personalizovana medicina“, ktery vznikl jako volny preklad anglického oznaceni , personalized
medicine”.



socioekonomické, psychologické, spiritualni a jeho osobnostni vlastnosti (inteligence,
temperament, charakterové vlastnosti). Vyznamné mohou byt i faktory geopolitické
(napf. Uroven zdravotnictvi a dostupnost zdravotni péce, stav Zivotniho prostredi)
(4). Vztah mezi individualizovanou medicinou a individualizovanym pfistupem

k pacientovi a faktory, které je ovliviuji, znazornuje obrazek 1.

V mediciné existuje jeSté dalSi pojem, ktery do jisté miry rovnéZz symbolizuje
individualizovany pftistup lékare k pacientovi, a to lékarské uméni (5). V kontextu
soucasné ,zapadni mediciny” predstavuje ,lékarské uméni“ v podstaté schopnost
|ékare stanovit spravné diagndzu, progndézu a mozZnosti lIé¢by onemocnéni, umét
o téchto vécech s pacientem komunikovat a na zakladé toho pak individualizovat

jeho lé€bu a preventivni opatreni.

3.2 BIOMARKERY

Biologickou individualitu pacientll a jejich onemocnéni charakterizujeme pomoci

objektivnich parametr(, které oznacujeme pojmem ,biomarkery“.

3.2.1 DEFINICE A KLASIFIKACE BIOMARKERU

Za biomarker lze v podstaté povazovat jakykoliv znak ¢i vlastnost, které lze
objektivné zmérit a pouzit jako indikator jak fyziologickych, tak i patologickych
procesli. K méreni lze pouzit metody fyzikdlni, chemické, biologické, genetické,
zobrazovaci nebo jejich kombinace (6). Tato definice dava v mediciné pojmu
biomarker velmi Siroké uplatnéni, na druhou stranu pfinasi problémy s jejich

klasifikaci.

Obecné Ize biomarkery délit na zakladé jejich charakteru, plivodu nebo uplatnéni

(funkce).



Obrazek 1 - Vztah meazi individualizovanou medicinou a individualizovanym
pristupem k pacientovi a faktory, které je ovliviuji
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Podle charakteru miZeme biomarkery rozdélit na dvé hlavni skupiny: biomarkery
molekularni a klasické. Molekularni biomarkery predstavuji latky a biomolekuly
utvarejici genom, epigenom, transkriptom, proteom nebo metabolom a na zakladé
toho mohou byt déle klasifikovany (napf. nukleové kyseliny, proteiny, hormony,
atd.). Ostatni biomarkery tvofi skupinu klasickych biomarkert. Jednd se
o morfologické a funkcni charakteristiky fenomu (napf. velikost, histologie a grading
nadoru, pfitomnost invaze, mitéz, metastdz; B-symptomy, vysledky funkénich

zobrazovacich vysetreni; vék, pohlavi, komorbidity pacienta atd.) (3,4,7).

Obrazek 2 - Déleni biomarkerd podle charakteru a ptvodu
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Z hlediska puvodu Ize biomarkery délit podle biologickych systémda, na jejichZ arovni
bylo méreni provedeno: bunécné (,cellom”), tkarnové (,tissueom”), organové
“u . v s “ . ya .
(,organom®), organizmu a populacni (,populome”), viz obrdazek 2. V onkologii se
dale rozliSuje, zda je plvod biomarkeru v nadoru (biomarkery asociované
s nadorem, nadorové biomarkery) nebo v jeho hostiteli (biomarkery asociované

s hostitelem) (3,8-10).

V klinické praxi se nejcastéji pouziva klasifikace biomarker( na zakladé jejich funkce.
Z tohoto pohledu rozliSujeme ve vztahu k pacientovi a jeho onemocnéni, tj. na Grovni
organizmu a populace, biomarkery rizika, diagnostické, prognostické a prediktivni
(viz tabulka 1) Funkcni déleni biomarkerld pfitom muiZe vychazet jiz od uUrovné
bunécné a podle toho rozliSujeme biomarkery asociované sregulaci bunécné
diferenciace, proliferace, apoptdzy, migrace, metabolizmu (véetné biotransformace
a regulace mnohocetné lékové rezistence), signalni transdukce a integrity genomu.
Na vysSich drovnich pak mohou byt biomarkery asociované s regulaci imunity a

humoralnim fizenim organizmu (3,10-15).

Tabulka €. 1 - Klasifikace biomarkert na zakladé jejich funkce

Typ Charakteristika Pouziti
Biomarkery Biomarkery predikujici vznik Identifikace osob/populaci s genetickou
rizika onemocnéni u dosud zdravého | predispozici ke vzniku nadorovych

jedince.

onemocnéni.

Identifikace osob/populaci
exponovanych fyzikalnim, chemickym
a biologickym karcinogentm.

Diagnostické
biomarkery

Biomarkery asociované

s pfitomnosti onemocnéni
a/nebo jeho rozsahem a/nebo
jeho klasifikaci.

Diagnostika a staging nddorového
onemocnéni.

Diagnostika minimalni rezidudlni
choroby a jeji monitorovani.
Diagnostika a monitorovani
nezadoucich ucinkl IéCby.

Vyvoj cilenych IécCiv.

Prognostické

Biomarkery asociované

Stanoveni progndézy pacienta ve vztahu

biomarkery s parametry preZiti. k nddorovému onemocnéni nebo ke
komplikacim |écby.

Prediktivni Biomarkery predikujici Predikce ucinnosti konkrétniho IécCiva.

biomarkery odpovéd onemocnéni na lécbu, | Predikce odpovédi nddoru na Iécbu.

metabolizmus a toxicitu lécCiv.

Predikce toxicity IéCby.
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V pripadé klasifikovani biomarkerl na zakladé jejich funkce je nutné mit vidy na
zfeteli, Ze se jednd o charakteristiku biomarkeru, kterou nabyva za urcité situace a
ktera se tak muUZe i ménit, pfipadné biomarker muize nabyvat vice funkci, jenz si
mohou byt i ve vzdjemném rozporu (napf. pozitivni prognosticky vyznam
mikrosatelitni instability u pacientl s nemetastatickym kolorektalnim karcinomem,
pfi souCasné negativni predikci odpovédi na |écbu 5-FU). Podrobné se témto staviim

vénujeme v jednotlivych kapitolach 4.1 — 4.4).

Biomarkery mlzeme dale délit na jednoduché, nebo komplexni (slozené) (3,10).
Z klasickych biomarkerd je typickym prikladem komplexniho biomarkeru klinické
stadium nemoci definované na zdkladé TNM klasifikace (16). Komplexni biomarkery
ale mohou byt sloZzené jak z jednotlivych klasickych, tak i molekularnich biomarkerda.
Prikladem je Hengliv prognosticky model uréeny pro pacienty s metastatickym
rendlnim karcinomem (mRCC), ktery zahrnuje: hladinu hemoglobinu, trombocyt(
a neutrofild, hladinu korigovaného vapniku, Karnofsky performance status a interval
od diagnézy do lécby mRCC (17). V dobé existence metod pro vysokokapacitni
méreni (napf. hmotnostni spektrometrie, vysokoucinna kapalinova chromatografie,
DNA Cdipy, sekvenovani nové generace) se pritom stale castéji setkavame
s komplexnimi molekularnimi biomarkery, kterymi oznacujeme definovana spektra
(komplexni profily) gent, proteinl nebo jinych biomolekul. Jako pfiklad lze uvést
molekuldrni klasifikaci difuzniho velkobunééného B-lymfomu a karcinomu prsu na

zakladé definovanych profilli genové exprese o rozsahu az stovky gen( (18,19).
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3.2.2 STUDIUM BIOMARKERU

Studium biomarkerd je jednou z hlavnich oblasti aplikovaného a translacniho
vyzkumu v onkologii. Az do 90. let minulého stoleti umozZiovaly dostupné
technologie analyzovat pouze jednotlivé proteiny ¢i geny, pfipadné jejich pocetné
velmi omezené skupiny. Rozvoj technologii vsoucasnosti nabizi mozZnosti
vysokokopacitnich méreni kvantitativnich a kvalitativnich zmén rdznych typl
biomolekul (napf. nukleové kyseliny, proteiny, metabolity), coz vyznamnym
zptsobem urychlilo vyzkum molekularnich biomarkert (9,11,20,21). Kazdoroc¢né
jsou tak publikovany tisice praci popisujicich zcela nové potencialni biomarkery nebo
nové asociace jiz objevenych biomarkerl, a to nejcastéji s parametry preziti nebo
s odpovédi na lécbu. S timto rozsahem vsak ostfe kontrastuje relativné nizky pocet
téch, které se skutecné pouzivaji v klinické praxi. Pfi¢in tohoto stavu je nékolik,

z vétsi ¢asti vsak tkvi ve vlastnim procesu vyvoje biomarker( (7,22).

Lze rozlisit pét fazi vyvoje biomarkert. Vysledkem prvni faze jsou potencialni
biomarkery, které byly identifikovany na zakladé integraci a korelaci klinickych,
laboratornich a pripadné i experimentalnich dat, zejména funkénich studii. Ve druhé
fazi dochazi k vybéru, standardizaci a validaci testovacich metod. Vybrana metoda by
méla byt nejenom spolehlivd a zarucujici dostate¢nou reprodukovatelnost méreni,
ale sohledem na pozdéjsi pouZiti musi byt dostupna a pouzitelna i pro rutinni
klinickou praxi. Ve treti fazi se na retrospektivnim souboru stanovuje senzitivita
a specificita biomarkeru a demonstruje se jeho klinicky pFinos. Ctvrta faze spociva ve
validaci biomarkeru na prospektivnim souboru dat. Kromé opétovného hodnoceni
senzitivity a specificity se ddle stanovuje jeho pozitivni a negativni prediktivni
hodnota. Pata faze ma za cil potvrdit v prospektivni studii, zda biomarker znamen3
pro klinickou praxi skuteény pfinos. Biomarker je povazovan za validni tehdy, pokud
existuje kjeho méfeni dostatecné senzitivni metoda (nebo vice metod)
s reprodukovatelnymi vysledky a zaroven byl podadn dlkaz o jeho klinické

vyznamnosti (14,23). Proces biogeneze biomarker( znazoriiuje obrdzek 3.
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Obrazek 3 - Geneze biomarkert
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Bohuzel, i pres pokroky, které vyznamné urychluji vyzkum biomarker(, zlstava
proces jejich validace v ramci retrospektivniho (faze 1ll) a prospektivniho klinického
hodnoceni (faze IV a V) stale stejné pracny a casové i finanéné narocny. Z tohoto
pohledu se jedna o kritickou cast v genezi biomarkerl, kterd navic ¢asto konci
neuspéchem, nebot se vjejim pribéhu zjisti, Ze biomarker nedosahuje
predpokladanych kvalit nebo nelze zajistit dostupnost vhodné analytické metody.
Nemusi se pfitom jednat o nedostate¢nou senzitivitu ¢i specificitu, ale mlze jit
0 neuspéch stran prokdazani jeho pfinosu pro klinickou praxi (napf. u biomarkeru PSA
pro ucely screeningu karcinomu prostaty nebo biomarkeru CA-125 pro ucely ¢asné
detekce relapsu ovaridlniho karcinomu) (24,25). Rada potencidlnich biomarkerd
navic ani nepostoupi do fazi prospektivni validace (faze IV a V), protoze k tomu chybi
potfebné financni prostfedky. Vyzkum a vyvoj biomarkerl je totiz z velké casti
realizovan vramci akademického prostiedi a vyrobci |éCiv a zdravotnickych
technologii tuto ¢innost podporuji nebo sami realizuji spiSe jen v pfipadech, kdy je na
né vyvijen tlak ze strany platcd zdravotni péce nebo na tom maji primarni
ekonomicky zajem. Do budoucna jsou urcitou nadéji spole¢nd konsorcia, kterd za
ucelem vyzkumu a vyvoje biomarker( vznikaji mezi akademickym prostredim,

neziskovymi organizacemi a komer¢ni sférou.

Dalsi pfic¢inou, kterd omezuje transfer biomarkerd do klinické praxe, je nemoznost
zajistit Siroce dostupnou testovaci metodu a/nebo standardizaci podminek pro
stanoveni biomarkeru. V prvnim ptipadé se pfitom casto jednd o financ¢ni ndklady,
které brani SirSimu pouZiti novych biomarker(, obzvlast jsou-li k jejich stanoveni
potfebné molekuldrné genetické metody a nebo jsou-li tyto metody a testovaci
algoritmy patentové chranény. Ceny technologii v pribéhu c¢asu klesaji, a proto lze
predpokladat, Ze stejné tak, jako se dnes v nasich podminkich nejevi nikomu nic
zvlastniho na vybaveni laboratofi molekularni patologie metodami FISH nebo PCR ¢i
onkologickych center pfistroji PET/CT, budeme schopni vrelativné blizké

budoucnosti vybavit uvedené laboratore napf. technologiemi pro celogenomové
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sekvenovani nové generace a ziskanych vysledk( vyuZit v individualizaci |écebné-
preventivnich program( nasich pacientl. Ve druhém pfipadé se jednd o nemoznost
zajistit standardizaci podminek pro stanoveni biomarkeru nebo o problémy spojené
s odbérem, zpracovanim a skladovanim biologického materidlu, ktery pak
nedosahuje kvality potfebné pro jeho analyzu metodami molekuldrni genetiky,
biologie ¢i proteomiky. | zde je FeSeni situace opét ¢astecné vazané na dalsi vyvoj
technologii, zejména na jejich standardizaci a automatizaci. Z ¢asti se pak jedna
o organizacni a ekonomicky problém (napf. standardizace fidicich a laboratornich

postupU, vznik a podpora bank biologického materialu).
Nékteré dalsi otdzky souvisejici s vyvojem jednotlivych typl biomarkerd, napf.

o pozitivnich a negativnich prediktivnich hodnotdch testl, jsou rozvedeny

v nasledujicich kapitolach 4.1 az 4.4.
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4 BIOMARKERY V ONKOLOGII

PfestoZe pojem biomarker vstoupil do medicinské literatury v 60. letech minulého
stoleti, rozSifeni jeho uZivani vonkologické praxi nastalo az po objeveni
molekuldrniho biomarkeru CEA (karcinoembryondlni antigen) v 70. letech.
Z historického pohledu pfitom nelze opomenout, Ze v souvislosti s nadory zacala éra
vyuzivani molekuldrnich biomarkerd mnohem dfive (Bence-Joneslv protein,
stanoveni v moci popsano v roce 1847; objev filadelfského chromozomu, pocatek 50.

let minulého stoleti) (14).

V onkologii jsme schopni vyuZit biomarkert k uplatnéni moznosti individualizované
mediciny ve vSech oblastech zdravotni péce: v prevenci (identifikace osob a populaci
se zvysenym rizikem vzniku nadorovych onemocnéni, at jiz na zakladé genetické
predispozice nebo zvysené expozice kancerogenlim; eliminace faktor( pfispivajicich
ke vzniku nadorovych onemocnéni; casna detekce prekanceréz a nadord),
v diagnostice (diagnostika a staging nadoru, diagnostika toxicity Iécby, diagnostika
a monitorovani minimalni rezidualni choroby) i vlécbé (individualizace
protinadorové |écby na zakladé rozsahu a fenotypu nadorového onemocnéni
a progndzy pacienta ddva prostor pro: vyuZziti méné zatézujicich chirurgickych vykont
a redukci radioterapie u lokalizovanych onemocnéni; cilenou farmakoterapii s vyssi
protinddorovou efektivitou a pfipadné i mensim spektrem a zdvaznosti nezadoucich

ucink(; kindividualizaci podptirné l1écby) (schematicky viz obrdzek 4) (3,10,14,15).

Vysledky l|écby jednoznacné potvrzuji, Ze uplatnéni principl individalizované
mediciny v kontextu pokrok( dosazenych v biologii, diagnostice, 1é¢bé a prevenci
nadorovych onemocnéni zvySuje Sance na dlouhodobé preziti a lepsi kvalitu Zivota
onkologickych pacientl. Jako nazorny priklad Ize uvést zhoubné nadory prsu.
Zatimco v prvni tfetiné 20. stoleti prezivalo 5 let od chirurgické 1é¢by 40 % pacientek,
na pocatku 21. stoleti se jednalo jiz o vice nez dvojndsobny pocet, 87 % pacientek.
Pfitom pacientky s karcinomy exprimujicimi estrogenové receptory maji v priméru

0 10 % lepsi vysledky 5-letého prezivani (26-29).
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Obrazek 4 - MozZnosti vyuziti biomarkert v individualizaci Ié¢ebné-preventivnich
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4.1 BIOMARKERY RIZIKA

4.1.1 PREHLEDOVA CAST

Jednad se o biomarkery predikujici vznik onemocnéni u dosud zdravého jedince.

Maligni nadory vznikaji a vyviji se procesem kancerogeneze. Podstatou tohoto
procesu jsou zmény vedouci k maligni transformaci normalni bunky na bunku
nadorovou. Primarni pri¢inou kancerogeneze jsou mutace ve tfech typech gen(:
protoonkogenech, tumor-supresorovych genech a reparacnich (mutatorovych)
genech. Mutace mohou vznikat v pribéhu genové transkripce spontdnné, nebo
v dlisledku plsobeni endogennich (napr. oxidativni stres) ¢i zevnich faktord (fyzikalni,
chemické a biologické kancerogeny). Udava se, Ze z hlediska procesu kancerogeneze
hraje zasadni roli priblizné 1 % lidskych genQ. Futreal et al. publikovali seznam 291
takovych genu, pficemzZz u 90 % z nich detekovali pouze somatické mutace, u 20 %
zarodecné mutace a u 10 % téchto genli se vyskytovaly jak somatické, tak
i zarodecné mutace. K iniciaci a promoci kancerogeneze nestaci jedind mutace, jednd
se o0 proces vicestupriovy. Kromé mutaci muize byt funkce gen( ovlivnéna

i epigenetickymi mechanismy (napt. metylace DNA, mikroRNA) (3,10,30,31).

Kazdy jedinec ma rtizné riziko vzniku nadorového onemocnéni. Toto riziko urcuje
zejména jeho genetickd vybava a expozice kancerogenim (8). Obé slozky lze, byt
stdle v omezeném rozsahu, charakterizovat pomoci biomarker( (napf. mutacni stav
vybranych gend, mira expozice ionizujicimu zafeni, dioxindm, HCV, HBV a dalsi).
Dédicna dispozice k nadoridm muZe byt vysledkem mendelovské dédicnosti alel
jednoho genetického lokusu (monogenni dédi¢nost) nebo ovlivnéna nékolika
genetickymi lokusy (polygenni dédi¢nost). Protoze manifestaci dédi¢né dispozice do
uréité miry ovliviuji i faktory zevniho prostfedi, hovofime pak o nemocech

komplexnich, dfive multifaktorialnich (31-33).
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Monogenni dédi¢nost nadord vychazi ze zarodecnych mutaci postihujicich predevsim
jednotlivé tumor-supresorové a reparacni geny, vzacné i protoonkogeny (napf. MET,
RET, CDK4). Mutované geny maji obecné vysokou penetranci, jeji mira se vSak mezi
jednotlivymi organy a typy tkani miZe vyrazné lisit. Vzhledem k jejich vysoké
penetranci a zavaznosti vzniklych onemocnéni pfirozeny vybér zplsobuje, Ze se tyto
mutace vyskytuji v lidské populaci vzacné (< 1 %). Kjejich uplné eliminaci ale
nedochazi, nebot mohou vznikat i ,de novo“, pricemz se predpoklada vyskyt
v poméru 10 na gen a generaci (na jedno buné&éné déleni). Monogenni dédiénost
podminuje vznik tzv. ,hereditarnich” forem nadoru, které tvofi priblizné 5 % vsech
nadorovych onemocnéni (31,32). Zklinického pohledu ¢asto hovofime
o hereditdrnich nadorovych syndromech, které lze definovat na zakladé formy
mendelovské dédi¢nosti a charakteristického spektra nddor(, jenz se Castéji vyskytuji

v mladsim véku a vicecetné (32). Jejich zakladni prehled obsahuje tabulka 3.

Geneticka predispozice se uplatiuje i v pripadé vyskytu tzv. sporadickych nadort,
které predstavuji pfiblizné 95 % vSech nadorovych onemocnéni. Z vysledkl
epidemiologickych studii je zfejmé, Ze pribuzni prvniho stupné pacientl se
sporadickymi nddory maji vétSinou 2-3krat vyssi celozivotni riziko vzniku stejného
nadorového onemocnéni ve srovnani skontrolni skupinou (tabulka 2) (32).
U monozygotnich dvojcat je toto riziko mnohem vyssi. Tuto skutecnost Ize z ¢asti
vysvétlit stejnym Zivotnim prostfedim, pfipadné i Zivotnim stylem mezi pribuznymi,
bezesporu se vsak na ni podili i jejich podobny geneticky zaklad. Uvedend genetickd
predispozice je polygenni, zaloZzend pfedevsim na sdileni uréitého spektra mutaci

v genech s nizkou penetranci a genetického polymorfizmu.

Tabulka 2 — Relativni celozivotni riziko vybranych malignit v zavislosti na jejich
vyskytu v rodiné

Kolorektalni karcinom Karcinom prsu
BéZna populace 1:50 1:9 (Zen)
Populace pfibuznych Relativni riziko
1 pfibuzny 1. stupné x2,9(1:17) x1,8(1:5)*
1 pfibuzny 1. stupné ve véku < 45 let x5,0(1:10) x2,8(1:3,2)
2 pribuzni 1. stupné x8,3(1:6) x2,9(1:3,1)*
3 pribuzni 1. stupné x 16,6 (1:3) x3,9(1:2,3)*

Poznamky: * plati pro situaci, kdy pfibuzna 1. stupné je starsi nez 54 let. S klesajicim vékem pribuzné
1. stupné se riziko malignity zvySuje 2 az 4x. Ref. €. 32.
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Geneticky polymorfizmus, na rozdil od genovych mutaci, prfedstavuje pfirozené se
vyskytujici zmény v sekvenci DNA, které |ze detekovat u vice nez 1 % populace. Asi
90 % znich jsou polymorfizmy se zdménou jednoho nukleotidu (SNPs — single
nucleotide polymorphisms), zbytek tvofi variace v poctu kopii tzv. tandemovych
repetitivnich sekvenci), které oznacujeme jako mikrosatelitni polymorfizmy, jsou-li
do 100 par0 bazi, nebo minisatelitni polymorfizmy, pokud tento pocet prekracuiji.
Odhaduje se, Ze lidsky genofond obsahuje okolo 50 milioni SNPs a jednotlivé osoby
se lisi priblizné ve 3 milionech SNPs. Naprosta vétsina SNPs neni funkénich, nebot se
nachdzi v nekddujici ¢asti DNA nebo dosud nema identifikovany fenotyp. Na druhou
stranu jiz zname nékteré funkcni polymorfizmy, nachazejici se v genech regulujicich
procesy biotransformace latek, véetné xenobiotik, reparace DNA, bunécného cyklu
a apoptdzy, které jsou signifikantné asociovany nejenom s vyskytem nadora (viz
tabulka 3), ale i s predikci jejich prognézy nebo s odpovédi na lécbu. Pfitomnost
polymorfizmu muzZe riziko vzniku nadortd ovlivnit jak negativné (zvySovat), tak
pozitivné (snizovat). To Ize demonstrovat na relativné bézné situaci, kdy pozorujeme
rozdily ve vyskytu sporadickych nadorovych onemocnéni u osob, které jsou ve
stejném rozsahu vystaveny nadmérné expozici urcitym kancerogenim nebo sdili
podobné rizikové faktory pro vznik nador(. Za tyto rozdily mohou byt zodpovédné

napt. polymorfizmy v genech regulujicich metabolizmus xenobiotik (8,33-35).

Nastup DNA cipa (microarrays) umoznil realizaci celogenomovych asociac¢nich studii
(Genome-wide association studies, GWAS), coz vyznamné urychlilo identifikaci
polymorfizm( podminujicich vznik nemoci. S prichodem metod celogenomového
sekvenovani nové generace lIze ofekdvat dalsi pokrok vtomto procesu, a to dava
pfislib, Ze v blizké budoucnosti budeme schopni identifikovat vétSinu polymorfizmu
asociovanych se vznikem nador( a téchto vysledkdl, v podobé biomarkerd, pak vyuZzit

v ramci individualizovaného pfistupu k pacientovi a jeho pfibuznym (35).

Pfehled nejznaméjsich molekuldrnich biomarkerl rizika vzniku nadord ptindsi

tabulka 3.
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Tabulka 3 -Prehled nejvyznamnéjsich autosomalnich gent, jejichZ mutace a polymorfizmy
asociované se zvySenym rizikem nadort lze vyuZit jako biomarkery rizika

Vysoka penetrance* (relativni riziko > 10) / Nizka frekvence (< 1 % populace)

Gen Syndrom Asociované nadory
APC Familiarni adenomatdzni Adenomatdzni polypdza, karcinomy v tlustém strevé, zaludku,
polypdza (FAP) duodenu, tenkém strevé. Osteomy, desmoidy. Papilarni karcinom
Stitnice.
APC, PMS2 Turcotdv syndrom Adenomatdzni polypdza traéniku a soucasny zachyt nadort CNS

(meduloblastom, glioblastom).

BRCA1, BRCA2

Syndrom hereditarniho
karcinomu prsu a ovarii

Karcinom prsu, ovarialni karcinom, karcinom prostaty. S nizsi
penetranci: kolorektalni karcinom, karcinom zaludku, slinivky a u
BRCAZ2 i nadory Zlu¢ovych cest, melanom.

CDH1
(E-cadherin)

Hereditarni difuzni karcinom
zaludku a lobularni karcinom
prsu

Difuzni adenokarcinom Zaludku, lobularni karcinom prsu.

CDKN2A (p16), CDK4,
p14ARF

Familidrni typ maligniho
melanomu

Melanom kiZe a oka, adenokarcinom pankreatu.

FANCA-FANCM,
BACH1, BRIP1, PALB2

Fanconiho anémie

Akutni myeloidni leukemie, MDS, solidni tumory (karcinomy jater,
spinoceluldrni karcinomy jicnu, orofaryngu, vulvy).

KIT

Familiarni forma GIST

Gastrointestinalni stromalni tumory (GIST).

LKB1/STK11 Peutz- Jeghers(v syndrom Hamartomy a karcinomy gastrointenstindiniho traktu, karcinomy prsu,
pankreatu. Gonadalni tumory (z bunék granuldzy).
MEN1 Mnohocetna endokrinni Nadory (adenomy) hypofyzy a pfistitnych télisek, PNET (pankreatické
neoplazie typl - MEN1 neuroendokrinni tumory), karcinoid, adrenokortikalni nadory.
MET Familiarni forma papilarniho | Papilarni renalni karcinom.

renalniho karcinomu

MLH1, MSH2, MSH6,

Lynchdv syndrom - HNPCC

Adenomy a nésledné karcinomy tlustého streva a dalSich ¢asti travici

PMS1, PMS2 (Hereditary non-polyposis trubice. Karcinomy délohy, ZluCovych cest, pankreatu, mocového

colorectal cancer) méchyfre, ovarii, rendlni panvicky. Gliomy. Sebacedzni karcinom.

MYH MYH-Associated Polyposis Adenomatdzni polypdza, karcinomy v tlustém stfevé a hornim GIT.

NF1 a NF2 Neurofibromatéza NF1: mnohocetné neurofibromy, gliomy optiku a mozku, astrocytomy,

(Neurofibromatosis von neurofibrosarkomy /MPNST/, feochromocytom, karcinoid, leukemie,

Recklinghausen) 1 a 2 maligni tumory détského véku (rhabdomyosarkom, Wilmstv tumor,...)
NF2: neurinomy akustiku, meningeomy, gliomy, schwannomy,
astrocytomy, ependimomy a dalSi tumory CNS a PNS.

TP53 Li-Fraumeni syndrom Sarkomy, karcinom prsu, mozkové nadory, leukemie/lymfomy,
adrenokortikalni nadory, karcinomy Zaludku a rfadu dalSich nadord.

PTCH Gorlindv syndrom Bazaliomy klZe, nadory CNS (meduloblastom).

PTEN Cowden(v syndrom Mnohocetny vyskyt trichilemmoma a papilom( v oblasti k(iZe a sliznic.
Polypy-hamartomy v GIT. Karcinom prsu, stitné Zlazy (folikularni,
papilarni), endometria, meningeom. Svétlobunécny renalni karcinom.

RB1 Retinoblastom Retinoblastom, osteosarkom a dalsi sarkomy, melanom.

RET1 Mnohocetna endokrinni A: medularni karcinom stitné Zlazy, adenomy pristitnych télisek,

neoplazie typ 2 — MEN2(A/B) | feochromocytom. B: kozni, slizniéni neurinomy, intestinélni
ganglioneuromatdza, medularni karcinom Stitnice, feochromocytom.

SDHD, SDHAF2, SDHC, Syndrom paragangliomu Paragangliomy a feochromocytom. Riziko malignizace nizké, kromé

SDHB, SDHA (typ 1 az 5) SDHB (typ 4), kde je stfedni az vysoké.

SMAD4, BMPR1A Juvenilni polypdza Polypy a ndsledné karcinomy v tlustém a tenkém strevé, Zaludku.

TSC1, TSC2 Tuberdzni sklerdza Angiofibromy a fibromy kdZe, hamartomy retiny a optického nervu,
astrocytomy, angiomyolipomy ledviny, polypy v zaZivacim traktu,
rhabdomyomy srdce.

VHL Von Hippel-Lindauova Angiomy, hemangiomy a hemangioblastomy retiny, mozecku,

choroba mozkového kmene, michy, svétlobunécny karcinom ledvin (RCC),
feochromocytom a dalsi.

WT1 Hereditarni forma Wilmsova | Wilms(v tumor.

tumoru
XPA-XPG Xeroderma pigmentosum Keratomy, keratoacantomy, fibromy a dalsi benigni tumory kize.

Bazoceluldrni a spinocelularni karcinomy a melanomy kuize.
Karcinomy, sarkomy, melanom oka. Spinocelularni karcinomy hlavy a
krku. Dale nadory plic, délohy, prsu, mozku, varlat.
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Tabulka 3 - Pfehled nejvyznamnéjsich autosomalnich gent, jejichz mutace a polymorfizmy
asociované se zvySenym rizikem nadoru lze vyuzit jako biomarkery rizika
(pokracovani tabulky)

Stfedni penetrance* (relativni riziko 2 — 5) / Nizka frekvence ( < 1 % populace)

Gen

Syndrom

Asociované nadory

ATM

Ataxia teleangiectasia

Lymfomy, lymfoidni leukemie, meduloblastom, karcinomy Zaludku,
slinnych Zlaz, jater, klze, prsu. Leiomyomy délohy, dysgerminomy
ovarii.

CHEK2 1100delC, del 5567

Karcinom prsu, stitnice, plic, ovarii, prostaty. Nadory mozku,
osteosarkomy.

FLNC Syndrom Birt-Hogg-Dubé Fibrofolikulomy a trichodiskomy kdZe a na sliznici dutiny Ustni.
Nadory ledvin (onkocytomy, chromofobni, smisené, svétlobunécné).
Nizka penetrance* (relativni riziko < 2) / Vysoka frekvence ( > 1 % populace)
Gen SNP / popis variace Asociované nadory
ADH3 lle349Val Adenomy tlustého streva.
BMPR1B rs1434536/vazebné misto Karcinom prsu.
pro miRNA-125b
CD86 rs17281995/vazebné misto Kolorektalni karcinom.
pro 5 miRNA
CYP1A1 3“ nekodujici region Karcinomy prsu, délohy / metabolizmus estrogend.
6235T>C

CYP1A1 Kodon 462 Exon 7 (lle-Val) Karcinom plic / kufaci.

CYP1A2 5347T>C Karcinom plic / kuraci.

FGFR2 rs2981582 Karcinom prsu.

GEMIN3 rs197412, rs197414 / Renalni karcinom, karcinom mocového méchyre.

biogeneze miRNA

GSTM1 a GSTT1 Delece Karcinomy plic, mocového méchyre, prsu, hlavy a krku, tlustého
stfeva, délohy, Zaludku / kufaci.

INSR rs1051690/vazebné misto Kolorektalni karcinom.

pro miRNA-612

KRAS rs61764370/vazebné misto Nemalobunécény karcinom plic.

pro let-7

LSP1 rs3817198 Karcinom prsu.

MAP3K1 rs889312 Karcinom prsu.

MDM2 SNP309 Karcinomy prsu, hlavy a krku, Zaludku, tlustého streva, délohy,
vajecnik(, plic, moCového méchyre, gliomy, lymfomy, leukemie,
sarkomy.

miR-124-1 rs531564/pri-miRNA Karcinom mocového méchyre.

miR-146a rs2910164/pre-miRNA Karcinom jicnu, hepatocelularni karcinom.

miR-196-a2 rs11614913/pre-miRNA Karcinomy hlavy a krku, Zaludku, jicnu, prsu, plic, hepatocelularni
karcinom.

miR-219-1 rs213210/pri-miRNA Karcinom jicnu.

miR-423 rs6505162/pre-miRNA Karcinomy prsu, ovarii, mocového méchyre.

NAT2 C282T aT341C Karcinomy mocového méchyre, tlustého streva, jater /kufaci.

RAN rs14035 / biogeneze miRNA Karcinom jicnu.

SET8 rs16917496/vazebné misto Karcinom prsu.

pro miR-502

SULT1A1 Arg213His Karcinom prsu / metabolizmus estrogend.
Karcinom mocového méchyre / kufaci.

TP53 Kodon 72 (Arg—Pro) Karcinom plic / kuraci.

XPO5 rs11077 / biogeneze miRNA Rendlni karcinom, karcinom jicnu.

XRCCI Arg399GIn, Arg194Trp Karcinomy prsu, jicnu, hlavy a krku / kufaci.

Poznamky a vysvétlivky:* vyse relativniho rizika pro nosi¢e patogenni mutace nebo rizikového polymorfizmu. Zafazeni do
kategorie ,vysoka“, ,stfedni“ nebo ,nizka“ penetrance je na zakladé nejvyssi hodnoty relativniho rizika vzniku jakéhokoliv nadoru
ze skupiny nadord, jejichZ vyskyt je s danou genovou mutaci/polymorfizmem asociovan.

Dalsi genetické polymorfizmy, které jsou asociovdny s rizikem vzniku nddord, jsou uvedeny v ,,Genetic Association Database” na
internetové adrese http://geneticassociationdb.nih.gov/cgi-bin/index.cgi.”

Reference pro tabulku: 31-38.
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4.1.2 VLASTNIi PRISPEVEK K PROBLEMATICE

V ramci naseho vyzkumu zaméreného na identifikaci novych rizikovych biomarkera
solidnich nador( jsme studovali predevsim jednonukleotidové polymorfizmy (SNP)
spojené s biologii mikroRNA (miRNA). Jednalo se bud o SNP ve vlastnich sekvencich
miRNA, nebo o SNP v jejich vazebnych regionech, tj. 3’UTR oblastech cilovych gend.
Touto problematikou jsme se zabyvali jiz v prehledové praci z roku 2009, kde jsme
jako prvni souhrnné popsali zapojeni miRNA do Vogelsteinova modelu kolorektalni
kancerogeneze [1]. Uvedend prace K 31.5.2013 byla ze stranek ¢asopisu Molecular
Cancer stazena plna verze ¢lanku 15 614krat. Prace je v prvni padesdatce
nejnavstévovanéjsich ¢lankd za celou historii ¢asopisu. Za tuto prdci jsme obdrzeli
vroce 2010 cenu Ceské onkologické spole¢nosti. Danou oblast jsme komplexné
zpracovali pro vSechny solidni nadory v jiné prehledové praci, ktera vysla v roce 2012

Casopise Journal of Cellular and Molecular Medicine [2].

Data zrecentnich asociaénich studii prokdzala souvislost SNPrs11614913
v sekvenci miR-196a2, rs895819 v miR-27a a rs2910164 v miR-146a s rizikem vzniku
nadorového onemocnéni prsu, plic, prostaty, ovarii a dalSich solidnich tumorda.
Asociacni studie u rs895819 a rs2910164 v souvislosti se vznikem kolorektalniho
karcinomu (CRC) nebyly dosud provedeny. SNP rs11614913 byl jiz studovan
v souvislosti s kolorektalnim karcinomem u ¢inské populace. Provedli jsme asociacni
studii téchto tfi polymorfizm a rizika vzniku sporadického kolorektalniho karcinomu
na Ceské populaci. Z periferni krve 197 pacient s CRC a 212 zdravych kontrol jsme
izolovali DNA a pomoci TagMan Real-Time PCR jsme provedli alelickou discriminaci.
Nasledné jsme porovnali genotyp a frekvenci alel SNP u pacient(l a kontrol. Zadna
z provedenych analyz neprokdazala statisticky signifikantni vysledek. Nase data
nenasvédCuji tomu, Ze by existoval vztah mezi SNP rs11614913, rs895819 a

rs2910164 a rizikem kolorektalniho karcinomu [3].

Dalsi velice progresivni pfistup ke studiu rizikovych faktord kolorektalniho karcinomu
predstavuje nutrigenomika. Rozhodli jsme se proto zabyvat molekuldrnimi

mechanizmy zapojenymi do chemoprotektivniho ucinku rostlinného rodu Brassica,

23



ktery je soucasti radu rostlin ktizatych (Cruciferae), do kterého spada napt. hlavkové
zeli, ¢inské zeli, kapusta, kvétdk c¢i brokolice. Dlikazy o chemoprotektivnim efektu
téchto rostlin potvrzuji epidemiologické studie z celého svéta, ve kterych byl
potvrzen pozitivni vztah mezi konzumaci tohoto druhu zeleniny a snizenym rizikem
nadorovych onemocnéni rlznych lokalizaci véetné tlustého stfeva a konecniku.
Pfedpoklada se, Ze za chemoprotektivni uclinek téchto rostlin jsou zodpovédné
predevsim isothiokyanaty (napf. sulforafan, erucin, iberin), které jsou v nich hojné
obsazeny. V nasi studii, kterd pravé vychazi v prestiznim nutri¢nim ¢asopise Nutrition
and Cancer, jsme se zaméfili na identifikaci miRNA, které jsou regulovany ucinkem
isothiokyanat( (ITC), a asociaci SNP uvnitf vazebnych mist téchto miRNA s rizikem
sporadického kolorektalniho karcinomu. Za pouZiti globalniho expresniho profilovani
pomoci TagMan Low-Density Array jsme identifikovali 3 miRNA (miR-155, miR-23b,
miR-27b) regulované na bunécnych liniich stfevniho epitelu NCM460 a NCM356
ucinkem sulforafanu a iberinu. Pomoci in silico analyzy jsme nalezli 9 relevantnich
SNP umisténych uvnitf 3'UTRs cilovych genl (AGTR1, TNFAIP2, PRKCB, HSPA9,
RABGAP1, DICER1, ADAM19,VWAS5SA a SIRT5) téchto miRNA. Homozygotni CC
varianta genu pro DICER1, rs1057035, byla vyznamné spojena se snizenym rizikem
CRC (OR 0,49, 95% Cl: 0,25 - 0,95, p = 0,036) ve srovnani s TT homozygotnim
genotypem, pficemz alela C ma tendenci poskytovat protektivni ucinek (p = 0,072).
Tato studie ukazala, Ze miRNA by mohly byt zapojeny do chemoprotektivnich ucinka
pfirodnich latek a s nimi spojené SNP tak mohou predstavovat novou skupinu

kandidatnich rizikovych faktord nadorovych onemocnéni [4].

Do podobného kontextu lze zafadit i naSi studii zaméfenou na stanoveni
polymorfizm@i v  genech  pro  gluthathion-S-transferdazy v  souvislosti
s chemoprotektivnim ucinkem fytochemikalii zeleniny rodu Brassica a analyzou jejich
vlivu na riziko kolorektdlniho karcinomu. Polymorfizmy v biotransformacnich
enzymech druhé faze - gluthathion-S-transferazach (GSTA1, GTSM1, GSTT1, GSTP1)
vedouci k jejich snizené aktivité mohou byt dalSimi genetickymi faktory, které utvari
schopnost jedince mit prospéch z potencidlné chemoprotektivniho ucinku
fotochemikalii (isothiokyanatll) obsazenych v zeleniné rodu Brassica a snizenému

riziku vzniku kolorektalniho karcinomu. V nasi praci jsme na souboru 197 pacient(
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s kolorektalnim karcinomem a 212 zdravych kontrol stanovili polymorfizmy
gluthathion-S-transferazach (GSTA1 C69T, del GTSM1, del GSTT , GSTP1 A105G)
k riziku vzniku kolorektalniho karcinomu. Polymorfizmus A105G jsme stanovili
pomoci alelické discriminace metodou TagMan Real-Time PCR, GSTA1 C69T
metodou PCR-RFLP a delece v GSTM1 a GSTT1 jsme urcili pomoci multiplex PCR,
pricemz primery byli navrzeny do oblasti delece. Jako interni pozitivni kontrolu jsme
poutzili gen pro albumin. Prokdazali jsme statisticky signifikantni asociaci mezi AA a AG
genotypem v GSTP1 A105G A>G a snizené riziko vzniku kolorektalniho karcinomu pro
heterozygotni genotyp (OR 0,64; 95% Cl; 0,42 - 0,98, p = 0,043). U ostatnich
stanovovanych genotypl jsme nenalezli statisticky vyznamny vysledek. Nase data
naznacuji, Ze genotyp AG u A105G v GSTP1 muZe mit za nasledek snizené
odbourdvani chemoprotektivnich fytochemikalii zeleniny rodu Brassica, a sniZovat
tak riziko vzniku kolorektdlniho karcinomu. Dle naSich dosavadnich poznatk(
predstavuji SNP spojené s miRNA, predevsim ve vazebnych oblastech jejich cilovych
genu, velice slibné kandidatni geny ovliviiujici riziko nadorovych onemocnéni.
Nutrigenomika potom predstavuje velice slibny pfistup umoziujici identifikovat tyto

SNP u nador( gastrointestinalniho traktu [5].

V Masarykové onkologickém Ustavu jsme v ramci genetického poradenstvi vysetfili
vice nez 6 000 probandl a jejich pribuznych, ktefi jsou do nasi poradny odesilani
s podezienim na vrozenou predispozici k nadorim. Pravidelné publikujeme
i vysledky nasi klinické prace. Z prlibéznych udaji vyplyvda, Ze ve skupiné 2 100
testovanych rodin bylo nosi¢stvi mutace vgenu BRCA1 nebo BRCA2 (dale jen
BRCA1/2), potvrzeno ve 26,2 % pripadd (551 rodin), z toho vice nez 2/3 byly mutace
BRCA1 genu (392 rodin, 71,1 %). Vyskyt mutaci se vSak riznil v zavislosti na kritériich,
ktera vedla kindikaci testovani. Nejvyssi byl u pacientek s nadorovou duplicitou,
které mély diagnostikovan jak karcinom prsu, tak i ovarii (73,7 %), nebo bilateraini
karcinom prsu (31 %), a dale v rodinach spliujicich kritéria syndromu hereditarniho
karcinomu prsu a ovarii, ve kterych bylo diagnostikovdno tfi a vice pripadu
souvisejicich nadord (61 %), pficemz se zde vyskytovaly jak nadory prsu, tak ovarii.
Pokud se mezi pfibuznymi vyskytovaly pouze ndadory prsu, pak jsme nosicstvi

BRCA1/2 mutace zachytili u 32,5 % testovanych jedincll. Zachyt mutaci klesal
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v zavislosti na snizujicim se poctu onkologickych pacientd v rodiné. Ve skupiné
testovanych muzl, ktefi onemocnéli karcinomem prsu, byla BRCA1/2 mutace
zachycena ve 37,5 % pripadl. V ramci Ceské populace tvori 8 nejcastéji detekovanych
mutaci vgenu BRCA1l 66,6% podil na vSech 78 u nds detekovanych BRCA1

patogennich mutacich [6].

Vice nez 70 % nador( prsu diagnostikovanych u nosi¢ek BRCA1 mutace ma triple-
negativni fenotyp (TNBC). Tyto karcinomy neexprimujici estrogenovy receptor alfa,
progesteronovy receptor ani nevykazuji HER-2 pozitivitu, tj. expresi receptoru HER-2
nebo amplifikaci HER-2/neu genu. Na druhou stranu, u pacientek s TNBC je mnohem
Castéji diagnostikovan vicecetny vyskyt nador( a nosi¢stvi mutace v BRCA1 genu ve
srovnani s jinymi fenotypy. V naSem souboru 335 pacientek s TNBC mélo 21,5 %
pacientek diagnostikovdno vice nezZ jeden zhoubny novotvar, a to je dvojndsobné
vys$si vyskyt neZ v populaci vsech Eeskych pacientek s karcinomem prsu z let 1998 —
2007. Pokud tyto pacientky byly na zakladé platnych indikacnich kritérii testovédny na
nosi¢stvi BRCA1/2 mutace, pak patogenni BRCA1 mutace byla zjisténa u 48,7 %
pfipadll a BRCA2 mutace u 5,8 % [7]. Tato skutecnost je duleZitd nejenom pro
sledovani pacientek s TNBC po lécbé, ale i pro pripadnou indikaci genetického
testovani, ktera je v jejich pripadé posunuta az ke hranici 50 let, a to v€etné pripadl
sporadického vyskytu TNBC. VySe uvedené souvislosti nas vedly k hledani
biomarkerl pouzitelnych pro rychlé - ,screeningové” - vyhledavani nosicek BRCA1
mutace mezi pacientkami s TNBC v rdmci vyzkumného projektu IGA Mz CR. Z tohoto

projektu v soucasnosti pfipravujeme publikaéni vystupy.
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4.2 DIAGNOSTICKE BIOMARKERY

4.2.1 PREHLEDOVA CAST

Diagnostické biomarkery jsou biomarkery asociované s pfitomnosti onemocnéni
a/nebo jeho rozsahem a/nebo jeho klasifikaci. V onkologii se uplatriuji predevsim
v diagnostice a stagingu nadorovych onemocnéni a v diagnostice a monitorovani
minimalni rezidudlni choroby a nezadoucich ucinkt lécby. Jejich vyznam narusta
v souvislosti s vyvojem cilené protinadorové lécby, pro kterou je nadoroveé specificka
molekuldrni struktura idedlnim teréem, a dale s pfichodem novych technologii,
jejichz vysokd citlivost a rozliSovaci schopnost umoznuji detekovat az stopova
mnozstvi molekularnich biomarkert, pripadné stanovit jejich jednotlivé molekuly.

Toho Ize vyuzit pro ¢asnou diagnostiku nadoru (3,38).

| presto, Ze je soucasna diagnostika a klasifikace nddorovych onemocnéni zalozena
zejména na uréeni mista vzniku nadoru a jeho histologického pulvodu, stanoveni
biomarkert, at jiz klasickych nebo molekularnich (viz tabulka 4), se u nékolika
nadoru jiz stalo nedilnou soucasti tohoto procesu (napf. hematologické malignity,
sarkomy, testikularni nadory, neuroendokrinni tumory, nadory CNS) a u dalSich se
v klinické praxi bézné pouzivd, ackoliv dosud nedoslo k jejich integraci do oficidlnich

klasifikacnich schémat (napf. molekularni klasifikace karcinom prsu) (18,38).

Epidemiologické a intervencni studie prokazuji, Ze ¢asna detekce nadord zvysuje
Sanci na kurativni |éCbu a snizuje vyskyt komplikaci, které pokrocilé nadorové
onemocnéni a jeho lécba pfindsi. U vétsSiny nddorl trva nékolik let, nez se svym
rastem klinicky projevi a za¢nou ohroZovat svého nositele na Zivoté. To poskytuje
relativné dostateény ¢asovy prostor k ¢asné detekci nadoru a zvySuje Sanci na jeho
eradikaci (obrdzek 5). Lze tedy predpokladat, Ze pouZiti molekuldrnich
diagnostickych biomarker(i k ¢asné detekci ndadorl muze pfispét k dalSimu snizeni
morbidity a mortality spojené s témito chorobami. Idealni diagnosticky molekuldrni
nadorovy biomarker by mél byt pfitomen vyhradné v nadorové tkani a nejlépe byl

mél byt produkovan prfimo nadorovymi bunkami. Jeho méfeni by mélo byt
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realizovatelné metodami dostupnymi pro klinickou praxi a analyzovany biologicky

material by mélo byt mozné ziskat za pouZiti co nejméné invazivnich technik (3,7,38).

Tabulka 4 -Priklady diagnostickych molekularnich biomarkeri pouzivanych
k diagnostice a klasifikaci vybranych malignit

Skupina malignit Molekularni biomarker Malignita
Akutni leukemie PML-RARA Akutni promyelocytarni leukemie
CBFb-MYH11 AML s t(16;16)(p13;q22) nebo
inv(16)(p13;922)
RUNX1(AML1)-RUNXITI(ETO) AML s t(8;21)(922;G22)
MLL-rearranged AML s abnormalitami v MLL genu
RBM15-MKL1 Akutni megakaryocytarni leukemie
ETV6(TEL)-RUNX1(AML1) ALL
PBX1-E2A(TCF3)
Chronické leukémie BCR-ABL1 CML
ETV6(TEL)-PDGFRb Chronickd myelomonocytarni
leukemie
Lymfomy BCL2-IgH, t(14;18)(q32;921) Folikularni lymfom
CCND1-IgH, t(11;14)(q13;32) Lymfom plastové zény (Mantle cell
lymphoma)
BCL6-rearranged DLBCL
MYC-IgH, t(8,14)(q24,932) Burkittv lymfom
ALK-rearranged Anaplasticky velkobunécény T
lymfom
Myeloproliferativni choroby JAK2(V617F) Ph-negativni chronicka
myeloproliferativni onemocnéni
Sarkomy S518(SYT)-S5X1 Synovialni sarkom
S$S18(SYT)-S5X2
PAX3-FOXO1A(FKHR) Alveolarni rabdomyosarkom
PAX7-FOXO1A(FKHR)
PAX3-AFX
EWSRI(EWS)-FLI1 Ewingdv sarkom

EWSR1(EWS)-ERG
EWSR1(EWS)-ETV1
EWSRI(EWS)-ETV4
EWSRI(EWS)-FEV

FUS-FEV

FUS-ERG

EWSRI1(EWS)-NR4A3 Myxoidni chondrosarkom

TAF15-NR4A3 extraskeletdlni

EWSRI(EWS)-ATF1 Svétlobunécny sarkom (Clear cell

EWSR1(EWS)-CREB1 sarcoma)

ASPSCR1-TFE3 Alveoladrni sarkom mékkych tkani

FUS-DDIT3(CHOP) Myxoidni liposarkom

EWSR1(EWS)-DDIT3(CHOP)

FUS-CREB3L2 Low-grade fibromyxoidni sarkom

JAZF1-SUZ12 Endometrialni stromalni sarkom

ETV6-NTRK3 Kongenitdlni (infantilni) fibrosarkom

EWSRI(EWS)-WT1 Desmoplasticky SRCT

COL1A1-PDGFB Dermatofibrosarkoma protuberans
GIST Nadmeérna exprese KIT (CD117) Zejména GIST u dospélych

a/nebo mutace c-KIT nebo PDGFRA

Mutace SDH Zejména GIST u déti

Tabulka 4, ref.: 3, 39, 40.

28




Je Zzadouci, aby diagnosticky biomarker dosahoval co nejvyssi senzitivity a
specificity. Bohuzel, kromé strukturnich chromozomovych aberaci, genovych mutaci
a charakteristickych prestaveb genl pro imunoglobuliny (viz tabulka 4) neni
naprosta vétsina dosud identifikovanych diagnostickych molekularnich biomarker(
100% specifickd pouze pro nddorovou tkan/nadorovou bunku. V pfipadé, Ze
potencialni diagnosticky molekularni biomarker mliZze byt detekovatelny i ve zdravé
tkani nebo za jinych patologickych stav(, pfichdzi jeho pouZiti za ucelem casné
detekce nadord vuvahu pouze tehdy, pokud testovaci metody nebo jejich
kombinace s relativné nenakladnym a nezatézujicim klinickym vySetfenim dokdazou
poskytnout vysledky s vysokou pozitivni prediktivni hodnotou. V opaéném pfripadé
bychom zbytecné zatéZovali jak testované jedince, tak zdravotni systém, nebot
vysoka faleSna pozitivita testu by vedla k dalSim vySetfovacim metodam i u zdravych
jedinc. Podobné vysoka faleSnd negativita testu by zvySovala naklady na |écbu
pokrocilych stadii a ve svém dUsledku by vedla ke ztraté davéry odborné i laické
verejnosti k programim c¢asného zachytu nador(, které by na detekci molekularnich

biomarkert byly zaloZzené (3,7,13).

Pfikladem vhodnym pro ilustraci sloZitosti uvedené situace je testovani biomarkeru
PSA za uUcelem casné detekce karcinomu prostaty. Ze 100 testovanych muzl ve véku
nad 50 let bude zvySena hodnota PSA (> 4,0) detekovana u 10, z nichZ pouze u tfi
bude biopticky prokdzan karcinom prostaty, u ostatnich bude zjisténa jind pricina
(nejcastéji benigni hyperplazie). U zbyvajicich 90 jedincl s normalni hladinou PSA se
u 1 az 2 vbudoucnosti rozvine Zivot ohrozujici karcinom prostaty. Pfitom ze 100
pacientld s karcinomem prostaty je zvySena hodnota PSA detekovadna u 70 z nich.
Z vyse uvedenych Cisel vyplyva, Ze pozitivni prediktivni hodnota testu (PPV) ¢ini 30
%, senzitivita 70 % a negativni prediktivni hodnota (NPV) je pfiblizné 98 %. Vétsina
muzu tak biopsii prostaty podstoupi zbytecné. Pritom za nepodkrocitelné, klinicky
akceptovatelné minimum PPV biomarkeru je povazovdno 10 % (alespon jedna z 10
biopsii prokaze malignitu), pfipadné senzitivita a specificita 80 % a vyssi (13,24,41).
Hodnota PPV muZe vyznamné narust v pfipadé, Ze se testovdni omezi na populaci

s vysSim rizikem. Jako priklad mlze poslouzit méreni biomarkeru CA-125 a soucasné
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Obrazek 5 -
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provadeéni transvaginalni ultrasonografie u nosicek mutace v BRCA1 nebo BRCA2
genu. Pokud budeme v budoucnosti schopni identifikovat jedince s vy$Sim rizikem

vzniku nadortd, miZeme v téchto populacich vyuZit i biomarkery s nizsi PPV (25,38).

Klinické pouziti diagnostického molekularniho biomarkeru pro c¢asnou detekci
nadorti mohou komplikovat dalsi, dosud ne zcela vyresené situace. Pfi starnuti
organizmu dochazi ke vzniku dysplazii a jinych pre-malignich |ézi na fadé mist, a to
i vramci jedné organové soustavy, pficemzZ pouze minimum z nich ziskd potencial
dalSi progrese. Pouzitim velmi citlivé analytické metody pak budeme detekovat
i molekularni biomarkery produkované burikami i téchto lézi a otazkou bude, jak
uréime, které z nich by mély byt odstranény a které ne, obzvlast v pripadé, kdy dany
diagnosticky biomarker nebude mit Zadny prognosticky vyznam (42). Stejné tak
nevime, jak budeme postupovat v pripadech, kdy budeme schopni detekovat
nadorové specifické molekuldrni biomarkery (napf. pro nadory plic) v krvi ¢lovéka
vdobé, kdy svym rozsahem nedosdhnou rozliSovaci schopnosti soucasnych
zobrazovacich metod (< 5 mm)? | tyto situace nejspiSe vyusti v nadmérnou zatéz
pacienta a zdravotniho systému opakovanim diagnostickych metod pfi jeho
sledovani nebo provedenim lécebnych zakrokl, které vsak mohou byt naprosto
zbytecné. Vyvoj diagnostickych molekuldarnich biomarkerl by proto mél byt
doprovazen vyvojem biomarker( prognostickych. Idedlni by bylo, kdyby molekularni
biomarker nabyval obou vyznamu. Vysledky klinického testovani nového biomarkeru
by mély prokazovat, Ze jeho poutZiti ovlivni rozhodovani lékard a bude mit pozitivni

dopad na |écbu detekovaného onemocnéni (6).

Diagnostické biomarkery se dale vyuzivaji i pfi monitorovani minimalni rezidualni
choroby. Za timto ucelem lze pouzit: a) molekuldrni biomarkery jedinecné pro
konkrétni naddorové onemocnéni u daného jedince (napf. identifikace specifické
prestavby genu pro imunoglobuliny u pacienta s leukemii a monitorovani tohoto
genového transkriptu), b) molekularni biomarkery specifické pro nadorové
onemocnéni bez ohledu na jedince, u kterého vzniklo (napt. identifikace fuzniho
genu PML-RARA charakteristického pro akutni promyleocytarni leukemii a sledovani

jeho genového transkriptu), c) molekuldrni biomarkery asociované s morfologii
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a/nebo funkci bunék/tkané, z nichz nadorové onemocnéni maligni transformaci
vzniklo (napf. monitorace PSA, kalcitoninu, AFP, CEA a dalSich enzym(, hormond,
diferenciacnich antigenli a biomolekul). Tkanové ,specifickych” biomarker( se
v klinické praxi pouZziva pti snaze o identifikaci pdvodu nador(i neznamého origa (viz

tabulka 5) (3, 13, 43).

Tabulka 5 - Prfiklady diagnostickych molekularnich biomarkerd pouZivanych
k monitoraci onemocnéni a v diferencialni diagnostice nadorti neznamého origa

Skupina Malignita Diferencialni diagnostika Monitorace
malignit pavodu onemocnéni
Melanom S-100 (+), HMB-45 (+) S-100
Lymfom LCA (+)
Leukemie CML BCR-ABL1
APML PML-RARA
ALL specificka preskupeni
IgHV-TCR
Myelom Paraprotein
Sarkom Vimentin (+), desmin (+)
Karcinom Kolorektalni CK 7 (-); CK 20 (+); CDX-2 (+) CEA, CA19-9
Zaludku CK 7 (-);CK 20 (+ mucinézni/- CEA, CA72-4
serdzni)
Pankreatu CA19-9 (+), CK 7 (+) CA19-9, CEA
Hepatocelularni CK 7 (-), CK 20 (-), AFP (+) AFP
Bronchogenni
Adenokarcinom | TTF-1 (+) CEA
Ostatni NSCLC | CK 7 (+), CK 20 (-), TTF-1 (-) CEA
Malobunécny | TTF-1 (+), chromogranin A (+), NSE
NSE (+)
Neuroendokrinni Chromogranin A (+), Chromogranin A, 5-
synaptofyzin (+) HIOK
Stitné zlazy
Diferencovany | Tyreoglobulin (+) Tyreoglobulin
Medularni | Kalcitonin (+) Kalcitonin
PFistitna téliska Parathormon (+) Parathormon
Mocového CK 7 (+) NMP22, BTA
méchyre
Prostaty PSA (+), CK 7 (-), CK 20 (-) PSA
Prsu CK 7 (+), CK 20 (-), ER (+), HER-2 | CEA, CA15-3
(-/+),
Endometridlni CK 7 (+), CK20(-), ER (+) CEA
Ovarii CK 7 (+), CK 20 (+ mucindzni/- CA-125, HE4
serdzni)
Germinativni tumory
Embryondlni karc. | AFP (+), OCT4 (+) AFP, LDH
,Yolk sac” tumor | AFP (+), OCT4 (-) AFP, LDH
Choriokarcinom | B-HCG (+), OCT4 (-) B-HCG, LDH
Seminom | PLAP - placentarni alkalicka LDH
fosfataza (+), OCT4 (+/-)
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4.2.2 VLASTNIi PRISPEVEK K PROBLEMATICE

Problematiku potencialniho vyuziti miRNA pro diagnostické ucely u kolorektalniho
karcinomu jsme zpracovali v nasi prehledové praci, kterd vysla v roce 2009 v ¢asopise
Molecular Cancer, za kterou jsme obdrzeli cenu Ceské onkologické spole¢nosti (viz

Biomarkery rizika) [1].

Nase prvni origindlni prace zabyvajici se problematikou miRNA, ktera vysla v roce
2007 v Casopise Oncology, byla historicky Sestou praci zabyvajici se analyzou miRNA
u kolorektalniho karcinomu (dnes jich je vice nez 550) a prvni praci na téma miRNA
v onkologii v Ceské republice. Analyzovali jsme vztah hladin miR-21, miR-31, miR-143
a miR-145 s klinicko-patologickymi charakteristikami kolorektalniho karcinomu a jako
prvni jsme zde nalezli pozitivni korelaci mezi hladinami miR-21 a klinickym stadiem
CRC (p=0.03). MiR-21 je jednou z nejstudovanéjSich onkogennich miRNA a nase
pozorovani bylo ndsledné mnohokrat potvrzeno. Tato prace ma dnes na ISI WOS
indexovanych vice nez 200 citaci [8]. Na ni jsme navazali dalsi studii, ve které jsme
na rozsahlejSim a nezdavislém souboru potvrdili nékterd drivéjsi pozorovani a navic
jsme popsali negativni korelaci hladin miR-21 s celkovym prezivanim pacientd
s kolorektalnim karcinomem (viz Prognostické biomarkery) [9]. MiR-21 jsme zde

studovali rovnéz z funkéniho hlediska na bunécnych modelech (viz Funkéni studie).

Doposud nejrozsahlejsi studii zabyvajici se vyznamem miRNA u kolorektdlniho
karcinomu jsme publikovali v roce 2012 v ¢asopise Journal of Cellular and Molecular
Medicine. Hlavnim cilem studie bylo analyzovat expresni profily 667 miRNA metodou
kvantitativni Real-Time PCR arrays u dukladné klinicky charakterizovanych pacient(
s kolorektalnim karcinomem. S pouzitim modernich biostatistickych metod jsme
identifikovali 25 miRNA s rozdilnou expresi mezi nadorovou tkani a nenddorovym
stfevnim epitelem (P < 0,0001), dale bylo nalezeno 5 miRNA schopnych odlisit
nadory Il a Ill klinického stadia (P < 0,01). Takto identifikované miRNA byly nasledné
validovany na nezavislém souboru 125 pacientU s kolorektalnim karcinomem pomoci
individudlnich qRT-PCR, pficemz byla analyzovana jejich nadorova a paralelni

nenadorova tkan. Validac¢ni ¢ast studie potvrdila vyznamné sniZzené hladiny miR-378
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(P < 0,0001), miR-422a (P < 0,0001), miR-375 (P < 0,0001), miR-451 (P <0,0001),
miR-378* (P <0,0001), miR-215 (P < 0,0001), miR-145 (P = 0,037), miR-195
(P=0,0032) a miR-139-5p (P = 0,0002) a vyznamné zvySenou hladinu miR-135b
(P<0,0001) a miR-31 (P< 0,0001) vnadorové tkani. Zaroven byla pozorovana
rozdilna exprese miR-422a (P =0,0117), miR-135b (P = 0,0303) a miR-215 (P =
0,0188) u pacientll bez postiZeni a s postiZzenim regionalnich lymfatickych uzlin. Vliv
téchto miRNA na viabilitu bunék, apoptézu, bunéény cyklus a migraci byl testovan
in vitro s vyuZitim tranzientni transfekce syntetického prekurzoru ¢i inhibitoru

prislusné miRNA do bunécné linie HCT-116 a DLD1 (viz Fuk¢ni studie) [10].

Nase prdce ukdzaly nejen vyuZitelnost miRNA pro diagnostické ucely ve smyslu
specifickych zmén na drovni nadorové tkdné, ale naznacily také moZnost vyuZiti
miRNA v diagnostice postiZzeni regionalnich lymfatickych uzlin z tkané primarniho
nadoru, coz predstavuje u kolorektdlniho karcinomu jednu z mozZnosti, jak docilit
snizeni downstagingu postizeni uzlin, ke kterému dochazi pfiblizné v 15 az 20%
pfipad(. Jednou ze tfid dlouhych nekddujicich RNA (IncRNA), které jsou dnes velice
frekventné studovany ve vztahu s nadorovou biologii, jsou prepisované vysoce
konzervované oblasti (transcribed-ultraconserved regions; T-UCR) vyznacCujici se
vysokou homologii mezi ortolognimi oblastmi lidského, potkaniho a mysiho genomu.
V soucasné dobé je znamo 481 takovych sekvenci. Z funkéniho hlediska se T-UCR jevi
jako inhibitory kédujicich genl a nékterych nekddujicich RNA, véetné mikroRNA.
Nedavné studie naznacily, ze exprese T-UCR je u vybranych nadorovych onemocnéni
deregulovana. V nasi studii jsme se zaméfili na analyzu exprese uc.43, uc.73, uc.134,
uc.230, uc.339, uc.388 a uc. 399 v nadorové a prislusSné nenadorové tkani a jejich
korelaci s klinicko-patologickymi  charakteristikami  pacientl s kolorektdlnim
karcinomem. Identifikovali jsme signifikantné snizené hladiny uc.73 (p = 0,014) a
uc.388 (p = 0,03) v nadorové tkani. Nizsi hladina uc.388 byla navic nizs$i u distalné
lokalizovanych nadoru (p = 0,018) a hladina uc.73 korelovala s celkovym prezivanim
(viz Prognostické biomarkery). Nase data byla vtomto pfipadé v rozporu s jedinou
doposud publikovanou praci na toto téma, kdy u danych miRNA pozorovali autofi za

pouziti hybridizaénich arrays opacné trendy ve zméndch jejich exprese. NaSe
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dosavadni data urcité svéd¢i pro moziné diagnostické vyuziti T-UCR u nadorovych

onemocnéni [11].

Kromé studia miRNA jsme za ucelem identifikace molekuldrnich biomarker(
predikujicich postiZzeni regiondlnich lymfatickych uzlin analyzovaly i genovou expresi,
a to pomoci DNA C(Cipové technologie. V nasi praci publikované vroce 2009
v Oncology Reports jsme analyzovali expresi celkem 440 gen(, u nichZ byla popsana
asociace s patogenezi nador(. Na pilotnim souboru 20 pacientl s rdznym stagingem
onemocnéni jsme identifikovali 3 geny (Hsp110, HYOU1 a TCTP), jejichz exprese se
vyznamné liSila mezi nadory, které byly omezeny pouze na stfevo a témi, u které jiz
metastazovaly do regionalnich lymfatickych uzlin. V pfipadé Hsp110 byl rozdil 2,4x.
Hladina Hspll0 byla rovnéz statisticky vyznamné odliSna mezi nddorovou a
nenadorovou tkani (p < 0,0003). Pacienti s vysokou nadorovou expresi Hsp110 méli

horsi preziti, byt toto pozorovani nebylo statisticky signifikantni (p = 0,1457) [12].

Jiz vroce 2009 jsme publikovali prehledovou praci v ¢asopisu Klinickd onkologie
zabyvajici se problematikou mozného zapojeni miRNA do patogeneze renalniho
karcinomu a rovnéz moznosti jejich diagnostického vyuziti [13]. Tento prehled se stal
podkladem pro nasi prvni studii zabyvajici se analyzou miRNA
u renalniho karcinomu. Provedli jsme srovndvaci analyzu profilG exprese vybranych
mMiRNA (miR-155, miR-141, miR-210, miR-200c, miR-106a, miR-106b, miR-200b, miR-
182) v tumorech 38 pacientt s lokalizovanym svétlobunéénym rendlnim karcinomem
(ccRCC) vzhledem k nenadorovému ledvinovému parenchymu pro diagnostické ucely
a vzhledem k bezpriznakovému preziti pacientll za ucelem identifikace miRNA, které
by byly vyuzitelné jako prognostické markery (viz Prognostické biomarkery).
V nadorech jsme pozorovali statisticky vyznamné vyssi hladiny miR-155 (p < 0,0001),
miR-210 (p < 0,0001), miR-106a (p < 0,0001) a miR-106b (p < 0,0001). Hladiny
miR-141 (p = 0,0015) a miR-200c (p < 0,0001) byly v nddorech statisticky vyznamné
nizsi. Tato pozorovani jsme publikovali v ¢asopise Journal of Experimental and

Clinical Cancer Research [14].
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Vroce 2011 jsme publikovali v casopise Biochemical and Biophysical Research
Communications aktualizovany pfehled na dané téma, ktery se stal vychodiskem nasi
dalsi prace [15]. Tentokrat jsme se detailngji zaméfili na studium miR-210, cozZ je
miRNA velice dobfe popsana ve vztahu k procesim hypoxie. Potvrdili jsme nasSe
drivéjsi pozorovani na nezavislém souboru pacientl a tuto miRNA navic Uspésné
studovali z funkéniho hlediska na bunéénych modelech rendlniho karcinomu (viz

Funkéni studie) [16].

Velice progresivni oblasti souCasné molekuldrni diagnostiky je analyza miRNA
v télnich tekutinach. Bylo opakované prokdzano, Zze miRNA se vyskytuji napfiklad
v krevnim séru a plazmé ve vysokych hladinach a jsou zde vysoce stabilni. Specifické
sérové profily miRNA byly jiz identifikovany u vétSiny solidnich i hematologickych
malignit. Cilem nasi studie bylo identifikovat sérové miRNA umozniujici diagnostiku
pacientd s rendlnim karcinomem. Pomoci expresniho profilovani zaloZzeného
na principu qRT-PCR (TagMan Low Density Arrays, TLDA) jsme identifikovali 30
miRNA, které byly rozdilné exprimované v séru pacientl s renalnim karcinomem a
zdravych darcd. Na nezavislém souboru pacientl (n = 90) a zdravych darcl (n = 35)
jsme potvrdili zvySenou hladinu miR-378 (p = 0,0003, AUC = 0,71) a sniZzenou hladinu
miR-451 (p < 0,0001, AUC = 0,77) v krevnim séru pacientll s RCC. Kombinace téchto
2 miRNA umoznila identifikovat sérum pacientd s renalnim karcinomem s 83%
senzitivitou pfi 81% specificité a AUC 0,86. Cirkulujici sérové miRNA se proto zdaji byt
slibnymi diagnostickymi biomarkery rendlniho karcinomu.V soucasné dobé
provadime rozsahlou validacéni studii na nékolikandsobném a nezdavislém souboru

pacientd a kontrol [17].

Vroce 2012 jsem na souboru 335 pacientek diagnostikovanych a/nebo |é¢enych
v MOU v letech 2004-2009 s triple-negativnim karcinomem prsu (TNBC) provedli
validaci publikovanych diagnostickych schémat uréenych k identifikaci ,basal-like”
podskupiny TNBC. Z diagnostického hlediska se jako nejvyhodnéjsi ukazalo pouziti
modifikovaného Nielsenova algoritmu, tj. stanoveni fenotypu basal-like -TNBC na
zakladé prokazani exprese cytokeratinu 5/6 a/nebo cytokeratinu 14 a/nebo EGFR na

nadorovych burikdch TNBC. Basal-like TNBC pfedstavovaly v nasi kohorté 75 % vSech
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TNBC pfi pouziti uvedeného postupu. Tento pocet odpovida prevalenci TNBC

v populacich evropskych Zen [7].

Z hlediska moziné translace diagnostiky do klinické praxe povazujeme za
nejpodstatnéjsi studii, ve které jsme identifikovali miRNA umoznujici diagnostikovat
postizeni lymfatickych uzlin z tkdné primdarniho nadoru u kolorektalniho karcinomu,
a dale sérové miRNA u renalniho karcinomu svysokym potencidlem v ramci

sledovani pacient( po nefrektomii a casném zachytu relapsu.
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4.3 PROGNOSTICKE BIOMARKERY

4.3.1 PREHLEDOVA CAST

Pacienti a jejich blizci se vidy zajimali o to, jakou maji nadéji na uzdraveni, stejné tak i
lékari vidy chtéli mit co nejvice podkladd pfi svém rozhodovani. Z dochovanych
prament vime, Ze jiz v dobdch starého Egypta a starovékého Recka byly klinickym
pozorovanim rozeznavany priznaky, které mély predikovat dobrou nebo Spatnou
prognézu nemocného (1,2). Z tohoto pohledu Ize stanoveni prognézy povazovat za
nejstarSi ¢ast pracovni naplné lékare. V soucasnosti, kdy je moZné Uspésné lécit
celou fadu nemoci, Iékaf otazku progndzy tak ¢asto samostatné neresi, ostatné ani
pacient ji tak ¢asto jiz nepoklada. To Ize demonstrovat na pfikladu nekomplikované
bakterialni infekce dychacich cest, kde pfi existenci kauzalni 1éCby je otdzka progndzy

v podstaté soucasti diagndzy a ani lékat, ani pacient se ji vice nezabyvaiji (45).

Onkologie je vSsak oborem, ve kterém stanoveni diagnézy zlstava nadale dosti
abstraktnim pojmem, a teprve urceni progndzy zohlednuje faktory charakterizujici
konkrétni pfipad a dava predpoklady pro raciondlni rozhodovani lékare
o spravném postupu lécby. V souvislosti s rozvojem technologii v oblasti diagnostiky
narlsta i mnozstvi biomarkerl, které lze objektivné mérit a které maji urcity
prognosticky vyznam. Jejich pouZitim a kombinaci m(Ze lékaf sniZzovat miru nejistoty,
kterou se sebou kazda progndza nese, nicméné, a to vyplyva nejen z vlastni podstaty
nadorl, 100% jistoty nebude mozné nikdy dosahnout. Navic, zatimco diagndza se
neméni, progndza onkologického pacienta se s casem muze vyvijet a do znac¢né miry

se na ni mohou podilet i zevni faktory (3,4,45).

V klinické praxi se pti odhadu progndzy onkologickych pacientl nejcastéji vychazi
z uréeni rozsahu nemoci, tzv. stagingu. Mezinarodné akceptovany a pro svou
univerzalnost i nejcastéji pouzivany je TNM stagingovy systém (16). Je zaloZen
na parametrizaci anatomického rozsahu nadorového onemocnéni v misté vzniku,

jeho bezprostifednim okoli a na ostatnich mistech organizmu hostitele. Slouzi jiz od

roku 1958 jako zakladni nastroj pro stratifikaci pacientd se solidnimi tumory. Jeho
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zavedeni umoZnilo monitorovat a srovnavat prdbéh onemocnéni a vysledky
|éCebnych postupd, a to jak mezi pacienty uvnitf jednoznacné definovanych skupin,
klinickych stadii, tak i napfi¢ témito skupinami. Takto ziskand data poskytuji Iékafi
dllezitou informaci pro stanoveni progndézy onemocnéni a postupu lécby daného

pacienta (4,16,45)

Kromé zakladni TNM klasifikace, a v ramci ni utvarenych prognostickych skupin,
existuji pro specifické diagnodzy i jiné stagingové nebo prognostické systémy, které
v sobé integruji dalsi prognostické faktory. Muize se jednat jak o klasické, tak i
molekuldrni biomarkery asociované s nadorem (napf. Gleason skdre u karcinomu
prostaty, histologicky grading u sarkomi, méreni sérovych nadorovych marker(
u nador( varlat, stanoveni vyskytu izolovanych nadorovych bunék v lymfatickych
uzlinadch u karcinomu prsu pfi imunohistochemickém nebo molekuladrné genetickém
vySetfeni, stanoveni gradingu tumoru na zdkladé imunohistochemického vysetreni
antigenu Ki-67 u neuroendokrinnich tumora), s jeho hostitelem (napf. vék, stav
fyzické vykonnosti, hladina hemoglobinu, vapniku, pocet trombocytl u pacientl
s rendlnim karcinomem) nebo o prognostické faktory asociované se zevnim
prostiedim (napf. vzdalenost tumoru od resekéniho okraje u DCIS). Priklady

vybranych prognostickych systém jsou uvedeny v tabulce 6 (4,16,17,38,45,51,52).

Je vSak otazkou, zda je vyhodnéjsi ziskat presnéjsi informace o prognéze nadorového
onemocnéni cestou integrace novych prognostickych biomarkerd do klasickych
stagingovych systém, nebo za timto ucelem analyzovat biomarkery oddélené. Vyse
uvedené priklady ukazuji, Zze ,zdokonalovat” stagingové systémy lze. Tento postup
ma vsak nékolik zasadnich limitaci. Pfedevsim vede ke ztraté kontinuity dat a z toho
plynoucich problémU pfi srovnavani vysledkd v delSim ¢asovém obdobi, kdy platily
razné verze prislusné klasifikace. Doplnéni jednoho ¢i nékolika mdlo prognostickych
biomarkerU do stagingového systému navic nem(ze plné odrdzZet biologickou povahu
konkrétniho nddorového onemocnéni, a proto uvniti takto definovanych kategorii

budou vidy existovat znacné rozdily v klinickém vyvoiji jednotlivych pfipadu.
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Tabulka 6 - Pfehled klinicky relevantnich prognostickych biomarkeru a faktort

u vybranych malignit

Asociované s nadorem Asociované s hostitelem Zevni faktory
Kolorektalni T, N, M kategorie / staging Vék Kvalita chirurgického zakroku
karcinom Histologicky typ nadoru Stav fyzické vykonnosti (TME, 12 a vice odebranych
Grading Obstrukce stfevni pasaze uzlin, RO resekce)
Vendzni, lymfatickd nebo Perforace stfeva RadikdIni metastazektomie
perineuralni invaze Indikované podani cilené 1écby
Karcinom T, N, M kategorie / staging Vék Kvalita chirurgického vykonu
prsu Histologicky typ nadoru Stav fyzické vykonnosti Indikované podani cilené 1écby
Grading
St. Gallen prognosticka kritéria
(T,N, grading, ERa,PR, Her-2, vék)
Nottinghamsky prognosticky index - NPI
(Velikost nadoru, pocet postizenych uzlin, grading)
Modifikovany Van Nuys DCIS prognosticky index
(Velikost DCIS, vzdalenost od resekéniho okraje, grading, vék)
Rendlni T, N, M kategorie / staging Vék Provedeni nefrektomie
karcinom Histologicky typ nadoru Stav fyzické vykonnosti Radikalni metastazektomie
Grading (Karnofského index, ECOG) Indikované podani cilené 1écby
Vendzni invaze
Invaze do sbérnych kanalkd
Henglv prognosticky model Diseminovani pacienti
(Hemoglobin, vapnik, neutrofily, trombocyty, Karnofského
index, diseminace < 1 rok)
MSKCC prognosticky model
(Hemoglobin, vapnik, Karnofského index, nefrektomie,
laktat dehydrogenaza)
UISS prognosticky model
(TNM, grading, stav fyzické vykonnosti — ECOG)
High-grade Grading Vék Radikalita chirurgického
gliomy* Pfitomnost nekrézy Stav fyzické vykonnosti vykonu
v nadoru Aplikace chemoradioterapie

Vysvétlivky: * anaplasticky atrocytom a glioblastom, DCIS — duktalni karcinom in situ, ER-a — Estrogenovy
receptor alfa, ECOG — Eastern Cooperative Oncology Group, Her-2 — receptor Her-2, PR — progesteronovy
receptor, TME — totdlni mesorektalni excize u karcinomu rekta, MSKCC — Memorial Sloan-Kettering Cancer
Center, UISS — UCLA (University of California Los Angeles) Integrated Staging System.

Tabulka reference ¢. 4,16,17,38,45,51,52.

A nutné je si rovnéz uvédomit, Ze progndza pacienta se s ¢asem muZe ménit,
a i proto je dullezité, aby prognostické systémy a biomarkery byly nezavislé
na stagingovych systémech. Existence stabilnich a jednoduchych stagingovych
systémd, jejichz pouziti nebude limitovat ekonomickd narocnost nebo dostupnost
vySetieni molekuldrnich prognostickych biomarker(i, které budou analyzovany

oddéleng, tak bude zfejmé vyhodnéjsi.
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Vycet vSech klasickych i molekularnich prognostickych biomarkerd, jez v souvislosti
s nadory byly popsany, by vyznamné presahl rdmec tohoto Uvodu. Tabulka 7 proto
prindsi pouze prehled nejcastéji citovanych molekuldrnich prognostickych
biomarkerl u malignit, které jsou predmétem nasSeho vyzkumu (kolorektalni
karcinom, karcinom prsu, rendlni karcinom, high-grade gliomy). Za podrobnéjsi
zminku vsak stoji klinické pouziti prognostickych systémua Oncotype Dx® u karcinomu
prsu a Oncotype Dx® Colon Cancer u kolorektalniho karcinomu, které predstavuji
systémy zalozené pouze na analyze molekuldrnich biomarker(i, a dale MSKCC
a Hengova prognostického systému u pacientl s diseminovanym rendlnim

karcinomem, které integruji rizné typy prognostickych faktor(.

Prognosticky systém Oncotype Dx® je zaloZen na stanoveni exprese 21 genl a
ze ziskanych vysledku je specifickym algoritmem vypocitdano RS skére (Reccurence
score), jehoz hodnota koreluje srizikem relapsu onemocnéni v 10 letech
od diagndzy. Toto riziko je nejvyssi u pacientek s RS > 30 (30,5 %; 95% Cl 23,6 - 37,4
%), naopak pacientky s RS < 18 maiji riziko nizké (6,8 %; 95% Cl 4 - 9,6). Uvedené
vysledky plati pro pacientky s karcinomem prsu exprimujicim estrogenovy receptor
alfa nebo progesteronovy receptor, jejichz onemocnéni bylo diagnostikovano
ve stadiu lokalizovaném na vlastni Zlazu. Pro tuto skupinu pacientek je v souc¢asnosti
test doporucovan. Jeho pouziti méni strategii IéCby, ktera by jinak byla stanovena na
zakladé vysledkd klinickych studii vyuZivajicich stavajicich stagingovych systémd,
pfiblizné u 30 az 40 % testovanych pacientek, aniz by to vyznamné ovlivnilo jejich
progndzu. Pfitom se dominantné jedna o zménu ve smyslu nepodani chemoterapie
vramci adjuvantni lécby onemocnéni. Pacientky jsou tak uSetfeny toxicity
chemoterapie a platclim zdravotni péce se snizuji ekonomické naklady na adjuvantni
[é¢bu. Do roku 2011 byl test celosvétové proveden u vice nez 200 000 pacientek
s karcinomem prsu. Na zakladé vysledkud dalSich validaénich studii se pfitom ocekdava
rozSireni indikaéniho spektra pro pouziti testu o skupinu pacientek
diagnostikovanych s postizenymi lymfatickymi uzlinami nebo o pacientky s DCIS (46-

49).
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Podobné vyuZiti ma test Oncotype Dx® Colon Cancer u pacientd s kolorektalnim
karcinomem diagnostikovanym v klinickém stadiu Il, kde jich pétiletého celkového
preziti (OS) dosahuje priblizné 70 — 75 %. RS skore, které test udava, zde vychazi
z méreni exprese 12 gen(, a na jeho zakladé je moziné stanovit pravdépodobnost
relapsu onemocnéni u téchto pacientl, a to nezdvisle na hodnoté T (TNM
klasifikace), gradingu karcinomu a funkénosti systému oprav jednonukleotidovych
zamén DNA (Mismatch repair deficiency — MMRd). Podani adjuvantni |é¢by by mélo
byt vyhrazeno pro pacienty se zvysenym rizikem relapsu onemocnéni. U pacient(
s RS < 30 nastava relaps onemocnéni do tfi let od stanoveni diagndzy v 8 % pfipad,
RS 31 -40v 11 % a pri RS > 40 ve 25 % pripad. Pétileté riziko je 0 4 az 8 % vyssi pro
kazdou kategorii (50).

Ke stanoveni progndzy u pacientd srenalnim karcinomem lze vyuzit nékolika
prognostickych systém, a to v zavislosti na pokrocilosti onemocnéni. Zatimco pro
onemocnéni diagnostikované v 1. — lll. klinickém stadiu je k dispozici prognosticky
systém UISS (UCLA /University of California Los Angeles/ Integrated Staging System),
u pacientd s diseminovanym karcinomem je mozné progndzu stanovit na zakladé
MSKCC (Memorial Sloan-Kettering Cancer Center) nebo Hengova prognostického
modelu. Ve vztahu k cilené terapii je progndza pacientl nejcastéji ur¢ovana pomoci
Hengova prognostického modelu, ktery na zdkladé pfitomnosti jednotlivych
rizikovych faktor(l stratifikuje pacienty do 3 prognostickych skupin: s dobrou
progndzou (zadny rizikovy faktor, 2-leté celkové OS — 75 %), se stfedni prognézou (1 -
2 rizikové faktory, 2-leté OS — 53 %) a se Spatnou progndzou (3 aZz 6 rizikovych

faktorq, 2-leté OS 7 %) (17,51,52). Podrobné viz tabulky 6 a 7.
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Tabulka 7 — Pfehled nejcastéji citovanych molekularnich biomarkert
u vybranych malignit.

Malignita Biomarker Prognosticky vyznam | Prediktivni vyznam | Metoda
Kolorektalni | CEA /elevace/ Negat - ELISA (sérum)
karcinom MSI-High /vysoka instabilita/ Pozit Negat / ChT (5-FU) PCR
MMRd /defektni exprese/ Pozit Negat / ChT (5-FU) IHC
18q /LOH/ Negat - PCR
p53 /vysoka exprese/ Negat Negat / ChT IHC
KRAS /mutace/ Negat Negat / anti-EGFR PCR/sekvenovani
NRAS /mutace/ - Negat / anti-EGFR PCR/sekvenovani
BRAF /mutace/ Negat Negat / anti-EGFR PCR/sekvenovani
EGFR /amplifikace/ - Pozit / anti-EGFR FISH
PIK3AC /mutace/ - Negat / anti-EGFR PCR/sekvenovani
Oncotype DX Colon Reccurence RS > 30 Negat - Oncotype DX Colon
score (RS), (pro Il klin. stadium) RS <30 Pozit Cancer, 12 genl, PCR
ColoPrint Risk Profile ,Low-risk” Pozit - ColoPrint, 18 gend,
(pro II. klin. stadium) ,High-risk” Negat DNA ¢Cip
Cirkulujici nadorové buriky Negat - PCR, IHC, magneticka
/pozitivni zachyt/ separace + protilatky;
(krev, kostni dfen)
Karcinom ER-a /exprese/ Pozit Pozit / HT IHC
prsu PR /exprese/ Pozit Pozit / HT IHC
Ki-67 (MIB-1) /vysoka exprese/ Negat Pozit / ChT IHC
Her-2 /vysokd exprese, amplifikace/ Negat Pozit / anti-Her-2 IHC, FISH, SISH
Bcl-2 /zvysend exprese/ - Negat / ChT IHC
Cirkulujici nadorové buriky Negat - PCR, IHC, magneticka
/pozitivni nalez/ separace + protilatky;
(krev, kostni dfen)
CCNEL1 /zvy$ena exprese/ Negat (NO) Negat / HT IHC
CCND1 /amplifikace,vysoka exprese/ | Negat (ER/PR +) Negat / HT FISH, PCR
TP53 /mutace/ Negat (ER/PR +) Negat / HT PCR, sekvenovani
uPA, PAI-1 /vysoka exprese/ Negat (ER/PR +,NO) - ELISA (extrakt z tumoru)
PAMS50 - genovy profil Luminal A Luminal A -Pozit/HT NanoString Tech.
Luminal B Luminal B-Pozit/ChT,HT PAMS50 - 50 gentl
Her-2 Her-2 - Pozit/anti-Her-2 | urcujicich molekularni
Basal-like Basal-like - Pozit/ChT subtyp karcinomu, PCR
Oncotype DX Reccurence score RS < 18 Pozit RS > 30 Pozit / ChT Oncotype DX,
(RS) (ER/PR+, I-1lIA klin. stadium) | RS > 18 Negat RS < 30 Pozit / HT 21 gend, PCR
DCIS Score (DS) DS < 39 Pozit - Oncotype DX,
(pouze DCIS) DS > 39 Negat 21 gent, PCR
MammaPrint - genovy profil ,Low risk” Pozit - MammaPrint, 70
(T1-2,N0-1,MO,ER+ i ER-) ,High risk” Negat gen( DNA Cip
Renalni Ki-67 /vysokd exprese/ Negat - IHC
karcinom CAIX /vysokd exprese/ Pozit Pozit / IL-2 IHC
HIF-1 /vysoka exprese/ Negat - IHC
IMP3 /vysoka exprese/ Negat - IHC / PCR
B7-H1 /pozitivni exprese/ Negat* - IHC
B7-H4 /pozitivni exprese/ Negat - IHC
Gliomy - 1p/19q /kodelece/ Pozit Pozit FISH
Oligodendro- | 10q /LOH/ Negat Negat (ChT,ChRT) PCR / Cytogenetika
gliomy IDH1 /mutace/ Pozit - Seq/PCR
Gliomy - EGFR /amplifikace/ Pozit - FISH
Anaplasticky | MDM2 /amplifikace/ Negat - FISH
astrocytom/ PTEN /mutace/ Negat - Seq/ PCR
Glioblastom IDH1 /mutace/ Pozit - Seq / PCR
MGMT /hypermetylace/ Pozit Pozit (ChT,ChRT, RT) PCR

* Pacienti po nefrektomii. Reference k tabulce: kolorektaini karcinom, ref. ¢. 50, 54-62, 93, 94; karcinom prsu, ref.
€. 46-49, 63-76, 98; renalni karcinom, ref. ¢. 77-82; oligodendrogliomy, ref. ¢. 83-86; glioblastom, ref. 87-88.
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4.3.2 VLASTNIi PRISPEVEK K PROBLEMATICE

Jednu z nejrozsahlejsich oblasti naseho vyzkumu jednoznacné predstavuji prace
zamérené na identifikaci prognostickych biomarker( rtznych kategorii u rGznych
typl solidnich nador(, pficemz mozna aplikace téchto biomarkerl do klinického
rozhodovani se rlizni dle diagndzy, ale obecné ma samoziejmé smérovat k vyssi mire
individualizace |écby. Agresivita nadoru a mira rizika relapsu onemocnéni mize
ovlivnit nejen typ a intenzitu podavané lécby, ale taky rezim dispenzarizace daného

pacienta.

U karcinomu prsu jsme se zaméfili predevsim na jeho molekularni podtyp
oznacovany jako triple-negativni. Triple-negativni karcinom prsu predstavuje
heterogenni skupinu karcinom( prsu, které neexprimuji estrogenovy receptor,
progesteronovy receptor a receptor Her-2. Obecné se jednd o nadory s agresivnim
chovanim, které se Castéji vyskytuji u mladsich Zen a u kterych je zdokumentovéna
spojitost s mutaci v genu BRCA1. Cilem nasi prace, kterou jsme publikovali v ¢asopise
Klinickd onkologie, bylo wvytvofit dostatecné reprezentativni soubor pacientek
s TNBC, ktery by bylo moiné analyzovat, a na zdkladé ziskanych udajl sestavit
zakladni epidemiologickou, molekularni a klinickou charakteristiku populace ¢eskych
pacientek s TNBC. Na souboru 335 pacientek diagnostikovanych a/nebo lécenych
v MOU v letech 2004-2009 s triple-negativnim karcinomem prsu jsme provedli
zakladni klinicko-patologické korelace, vcetné identifikace basal-like podskupiny
tohoto karcinomu. Medidn véku pacientek s triple-negativnim karcinomem prsu
v nasem souboru byl 56 let, rozpéti 25—-88 let. Ve vékové skupiné do 34 let bylo
diagnostikovano 9,25 % ptipadl a ve skupiné 35—44 let 15,22 % pfripad(. Basal-like
karcinomy predstavovaly 75 % vSech triple-negativnich karcinomu. Potvrdili jsme
agresivni charakter tohoto onemocnéni, ve sledovaném obdobi jsme zaznamenali
relaps u 25 % pacientek, do dvou let od diagndzy onemocnéni nastalo 55 % z umrti
v dlsledku progrese choroby. Strategie |écby v naprosté vétsiné pripadl (88,4 %)
zahrnovala chemoterapii. Nejcastéji se jednalo o reZimy zaloZené na antracyklinech,
pripadné v kombinaci s taxany. Mezi nejvyznamnéjsi negativni prognostické faktory

ve vztahu k OS patfily: vyssi klinické stadium (p < 0,0001), pozitivni pN status
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(p < 0,0001), vysoka proliferacni aktivita dle Ki-67 (cut-off 50 %, HR = 0,4740;
p = 0,0411), pozitivni exprese CK5/6 (HR = 0,4274; p = 0,0338). Ve vztahu k DFS mély
negativni prognosticky vyznam faktory: vyssi klinické stadium (p < 0,0001), pozitivni
pN status (p < 0,0001), vysoka proliferac¢ni aktivita dle Ki-67 (cut-off 50 %, HR =
0,04993; p = 0,0240). Delsi DFS dosahovaly pacientky s poc¢tem aplikovanych cykld
chemoterapie na bazi antracyklinG > 4 (HR = 1,7273; p = 0,0467). V této studii jsme
na reprezentativnim souboru pacientek s TNBC z ¢eské populace potvrdili platnost

nékterych dobre znamych prognostickych biomarkerd TNBC a popsali nékteré nové

[7].

Na casti této kohorty jsme provedli rovnéz analyzu hladin vybranych miRNA.
Vzhledem ktomu, Ze TNBC jsou charakteristické vyssi frekvenci mutaci v genu pro
p53, rozhodli jsme se analyzovat expresi rodiny miR-34 (a-c), které jsou pod pfimou
regulacni kontrolou pravé proteinu p53 a byly opakované popsany jako slibné
nadorové supresory. U pacientek s TNBC jsme pozorovali signifikantni korelaci
miR-34b s casem do progrese (p = 0,002) a celkovym prezivanim (p = 0,0008). Tuto
praci, ve které jsme identifikovali nové prognostické biomarkery TNBC, jsme

publikovali v ¢asopise Diagnostic Pathology [18].

Také u kolorektalniho karcinomu jsme se zabyvali problematikou identifikace novych
prognostickych biomarkert, predevsim pak na trovni miRNA. V nasi prilomové praci
publikované v roce 2007 v ¢asopise Oncology jsme popsali pozitivni korelaci mezi
hladinami miR-21 a klinickym stadiem CRC (p = 0,03). MiR-21 je jednou
z nejstudovanéjsich onkogennich miRNA a nase pozorovani bylo nasledné mnohokrat
potvrzeno. Na tuto praci jsme navdzali dalsi studii, ve které jsme na rozsahlejSim a
nezdvislém souboru potvrdili nékterd drivéjSi pozorovani, ale predevsim jsme
popsali negativni korelaci hladin miR-21 s celkovym prezivanim pacientl
s kolorektalnim karcinomem (p = 0,03) [19]. MiR-21 jsme zde studovali rovnéz
z funkéniho hlediska na bunéénych modelech (viz Funkéni studie). Prognosticky
potencial miR-21 byl dnes jiz Uspésné validovan v metaanalyzach napti¢ celym

spektrem solidnich nadord.

Recentni studie naznacuji, Ze exprese T-UCR (transcribed-ultraconserved regions) je
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u vybranych nadorovych onemocnéni, vcetné kolorektalniho karcinomu,
deregulovana. V nasi studii jsme se proto zaméfili na analyzu exprese uc.43, uc.73,
uc.134, uc.230, uc.339, uc.388 a uc. 399 v nadorové a prislusné nenadorové tkani a
jejich korelaci s klinicko-patologickymi charakteristikami pacientl s kolorektalnim
karcinomem. Kromé identifikace signifikantné snizené hladiny uc.73 (p = 0,014) a
uc.388 (p = 0,03) v nadorové tkani, jsme pozorovali korelaci hladin uc.73 s celkovym
prezivanim (p = 0,03). Nase pilotni data zcela poprvé naznacily mozné vyuziti T-UCR

jako prognostickych biomarker( u nddorovych onemocnéni [11].

Velky prostor jsme vénovali prognostickym faktorim u rendlniho karcinomu (RCC),
jehoz incidence je v Ceske republice jedna z nejvyssich ve svété. Cilem nasi préace
bylo ovéfit platnost vybranych prognostickych faktor( na konsekutivnim souboru
pacientl Ceske populace Za timto Ucelem jsme sestaviili soubor Citajici 544 pacient(
s RCC diagnostikovanych a/nebo le¢enych v nasem ustavu v letech 2003 aZ 2010.
Validovany byly jednotlivé klinické a histologické prognostické faktory a Henglv
prognosticky model. Median ¢asu sledovani naseho souboru byl 42 mésicl (rozpéti
0,3—326 mésicd), median véku pacientl v dobé diagndzy byl 62 let a témér v 64 % se
jednalo o muze. Zastoupeni klinickych stadii bylo nasledujici: | 46,5 %, 1l 10,7 %, llI
13,1 %, IV 20 %. U 26,4 % pacientd stadia I-lll nastal relaps onemocnéni.
Diagnostikovan byl zejména svétlobunécny (84,6 %) a papilarni karcinom (9,2 %).
Chirurgickou Iécbu inicialné podstoupilo 95,8 % pacient(l, systémova adjuvantni a
paliativni |écba byla aplikovana u 3,7 resp. 37,7 % pacientl. Paliativni cilenou terapii
obdrzelo celkem 163 pacientli (30 %). K nejvyznamnéjsim prognostickym faktoriim
patfily: stadium onemocnéni (HR = 9,61), velikost primarniho tumoru (HR = 5,83),
postizeni lymfatickych uzlin (HR = 8,26), pfitomnost sarkomatoidnich usekd v nadoru
(HR =7,29) a grading tumoru (HR = 4,0). VSe s p < 0,00001. Kromé nich jsme potvrdili
i prognosticky vyznam pfitomnosti eozinofilnich granulaci v nadoru (HR = 1,91;
p = 0,02). Pfi aplikaci Hengova prognostického modelu jsme u pacientl lé¢enych
cilenou terapii dosahli podobnych vysledkld. NaSe prace prokazala, Ze uvedené
prognostické faktory Ize vyuzit k diferencovanému pfistupu k pacientim s RCC, a to
jak pro stanoveni planu sledovani pacienta po chirurgické lecbé, tak i k indikaci cilené

lécby [20].
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Vyse uvedeny soubor byl pro nas zakladem k realizaci molekularnich analyz, které
jsme realizovali se snahou identifikovat pacienty s renalnim karcinomem s vysokym
rizikem relapsu po nefrektomii. V nasi praci, kterou jsme publikovali v Journal of
Experimental and Clinical Cancer Research, jsme provedli analyzu profilli exprese
vybranych miRNA (miR-155, miR-141, miR-210, miR-200c, miR-106a, miR-106b, miR-
200b, miR-182) v tumorech pacientli s lokalizovanym svétlobunécnym rendlnim
karcinomem (ccRCC) vzhledem k bezptiznakovému preziti pacientd za ucelem
identifikace miRNA, které by byly vyuzitelné jako prognostické biomarkery.
Pozorovali jsme signifikantné nizsi hladiny miR-106b v primarnich nddorech pacientd,
u kterych doslo krelapsu onemocnéni do 12 mésicd po nefrektomii (p = 0.03).
MiR-106b rovnéz negativné korelovala s bezptiznakovym prezivanim (p = 0.03). Nase
prace tedy poukazala na mozné vyuZiti miR-106b jako prognostického biomarkeru

umoznujiciho identifikaci pacientl s vysokym rizikem relapsu po nefrektomii [14].

Na tuto nasi pilotni studii jsme navazali rozsahlejsi studii, ve které jsme k identifikaci
potencidlnich prognostickych biomarker( vyuzili vysokokapacitniho méreni
umoznujiciho paralelni analyzu 768 miRNA v kazdém vzorku. Na zakladé expresniho
profilovani zalozeného na principu gRT-PCR (TLDA) jsme na souboru 31 pacient(
identifikovali 64 miRNA, pomoci kterych bylo mozné odlisit pacienty se Spatnou
prognodzou (p < 0.05): 20 miRNA vykazovalo zvySenou expresi a 44 miRNA naopak
snizenou expresi. Mezi vyznamné deregulovanymi miRNA byla i miR-106b popsana
v nasi predchozi studii, ale rozdily v hladinach miRNA, které jsme se rozhodli dale
studovat ve validaCni fazi projektu, dosahovali vyssi statistické vyznamnosti.
Nasledné jsme na nezavislém souboru 46 pacient( validovali 9 vybranych miRNA
(miR-409-3p, miR-127-3p, miR-143, miR-26a, miR-145, miR-10b, miR-136*, miR-195
a miR-126), ptikemZz u 6 jsme potvrdili snizenou hladinu u pacientd s horsi
progndézou. Pomoci Kaplan-Meierovy analyzy a long-rank testu jsme prokazali
signifikantni korelaci mezi miR-127-3p (p = 0,014), miR-145 (p = 0,05) a miR-126 (p =
0,015) a prezivanim bez relapsu.Tuto praci jsme publikovali v ¢asopise Genes

Chromosomes and Cancer [19].
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Nalezeni vhodnych prognostickych biomarker( zacina byt stale aktualnéjsi i v pripadé
glidlnich nadord, a to predevsim z dUvodU zavadéni novych lécebnych modalit
do klinické praxe (bevacizumab, cilengitid). Nalezeni pacientll s vysoce agresivnim
onemocnénim by tak umoznilo nejen pfizplsobeni lé¢ebného planu, ale také rezimu
sledovani. Zaméfili jsme se proto na identifikaci prognostickych biomarkert
u pacient s multiformnim glioblastomem (GBM). GBM je fazen mezi nejcastéjsi a
nejagresivnéjsi primarni mozkové nadory s velmi Spatnou progndzou a dobou
prezivani. Cilem nasi studie publikované v ¢asopise Cancer Science bylo nalézt mezi
8 miRNA (miR-21, miR-128a, miR-181c, miR-195, miR-196a, miR-196b, miR-221 a
miR-222) takové, které vykazuji prognosticky potencial u pacientd s GBM. Zjistili
jsme, Ze exprese miR-181c v kombinaci s miR-21 umozZiuje predikovat cas
do progrese kratSi nez 6 mésicl se senzitivitou 92 % a specificitou 81 % (P < 0,0001).
Hladiny miR-195 (p = 0,01) a miR-196b (p = 0,05) zase pozitivné korelovaly
s celkovym prezivanim. Dle naSich vysledkli se zdd, Ze velice uzZitecnym
prognostickym biomarkerem aplikovatelnym do klinického rozhodovani by mohla byt
predevsim kombinovand analyza miR-21 a miR-181c umoZiujici s vysokou citlivosti

nalézt pacienty s glioblastomem s vysokym rizikem ¢asného relapsu [21,22].

Vétsinu ze slibnych vysledk, kterych jsme dosdahli v ramci vyzkumu prognostickych
biomarkeri u karcinomu prsu, kolorekta, rendlniho karcinomu a glioblastomu
v soucasné dobé validujeme na nezavislych a rozsahlejsich kohortach, v nékterych
pfipadech i v ramci multicentrickych prospektivnich studii nutnych pro implementaci

nasich pozorovani do klinické praxe.
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4.4 PREDIKTIVNi BIOMARKERY

4.4.1 PREHLEDOVA CAST

Prediktivni biomarkery se v onkologii vyuZzivaji za ucelem predikce odpovédi nadoru

na lécbu a predikce toxicity |éCby.

V soucasné klinické praxi onkolog indikuje protinddorovou lécbu zejména na zakladé
zvazeni prinosu a rizika plynouciho zjeji aplikace pro konkrétniho pacienta. Svij
Usudek pritom zaklada predevsim na informacich, které ziskal z vysledkd klinickych
hodnoceni léCiv probihajicich v ramci mnohem Sirsi populace. Ve srovnani s jinymi
chorobami je heterogenita mezi pacienty se stejnou onkologickou diagnézou
natolik vysoka, Ze pouzivana lécCiva dosahuji v priméru lécebné odpovédi pouze
v 25-30 % pripadid. BohuZel, vyrazné vétsi efektivity nemaji ani v pripadé, kdy cilené
zasahuji do patogenetickych mechanizmld kancerogeneze. U neonkologickych
diagndz se pfitom ucinnost léCiv pohybuje v priméru okolo 60 %, pricemz lze
prepokladat, Ze interpersonalni geneticka variabilita ovliviiujici metabolizmus [éCiv
zde hraje prinejmensim podobnou roli (3,89). Na rozdil od neonkologickych diagnoz
Ilze demonstrovat na prikladu aplikace adjuvantni chemoterapie pacientlim
s kolorektalnim karcinomem diagnostikovanych ve II. klinickém stadiu. Abychom
predesli jednomu pfipadu umrti v dUsledku progrese choroby, je nutné podat
adjuvantni chemoterapii 30 pacientim. Na strané druhé, toxicita souvisejici
s chemoterapii postihuje kazdého Sestého pacienta a jeden z 200 takto |écenych
pacientd v dlsledku toxicity chemoterapie umira (90). ldentifikace biomarkeru
predikujicich Ucinnost a toxicitu protinddorovych |éciv je proto v onkologii prioritou

aplikovaného vyzkumu.

Pfestoze se vdneSni dobé o prediktivnich biomarkerech hovofi predeviim
v souvislosti s vyvojem a pouzitim cilenych protinadorovych |é¢iv, o moZnosti
predikovat odpovéd nadoru na aplikovanou Iécbu se usiluje jiz od pocatku klinického

pouZiti cytostatik. Jako reakce na narlstajici pocet objevenych latek s cytotoxickym
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ucinkem vhodnych k terapii nadortd vznikl v 80. letech v NCl (National Cancer
Institute, Bethesda, USA) program vyuZivajici panel vice nez 60 nadorovych
bunéénych linii k in vitro testovani jejich chemosenzitivity/chemorezistence k témto
latkdm (91). Cilem programu bylo urcit, zda u nékterych nadorli, a to zejména
sohledem na jejich tkanovy plvod, existuje selektivné wvys$si vnimavost v0ci
testovanym latkdm, a tuto informaci vyuzit pti planovani klinickych studii hodnoticich
Gcinnost daného 1éc¢iva. Ktestovani chemosenzitivity/chemorezistence se
v programu pouzivd MTT test, ktery byl jako metoda k hodnoceni bunécné vitality
popsdan ve stejné dobé (92). Bohuzel, i pres slibné vysledky z in vitro testovani se tuto

metodu z fady dlivodU nepodafilo etablovat do béZzné klinické praxe.

Vyzkum prediktivnich biomarkerd nyni pokracuje predevsim cestou molekularnich
analyz procest souvisejicich s mechanizmem uc¢inku a metabolizmem
protinadorovych léciv. Ve vztahu ke klasické chemoterapii bylo identifikovano
nékolik prediktivnich molekuldrnich biomarker(i, které jsou v klinické praxi
pouzivany. Vycet vSech by vyznamné presahl ramec tohoto Uvodu. Tabulka 7 proto
prinasi pouze prehled téch, které jsou relevantni k malignitam, jeZ jsou predmétem
naseho vyzkumu (kolorektalni karcinom, karcinom prsu, renalni karcinom, high-grade
gliomy). Za podrobnéjsi zminku stoji nékolik z nich: MMRd/MSI, Ki-67, BRCA1,
MGMT.

Pfiblizné 15 aZ 20 % pacientl s kolorektalnim karcinomem ma sporadickou nebo
vrozenou (Lynchiv syndrom) poruchu v systému oprav jednonukleotidovych zdmén
DNA (Mismatch repair deficiency - MMRd). Geny kédujici proteiny zodpovédné za
uvedené opravy (MLH1, MSH2, MSH6, PMS2) mohou byt bud poskozeny mutaci,
nebo muiZe byt snizend jejich exprese hypermetylaci jejich promotor( (napfr.
u sporadické formy). Pfitomnost MMRd je mozné prokdzat bud’ pfimo, a to na urovni
uvedenych genl (mutacni analyza, stanoveni hypermetylace) ¢i protein(
(imunohistochemické vysetreni), nebo nepfimo, prliikazem mikrosatelitni instability
(MSI, microsatellite instability) v nadoru, jejiz zvySena mira (MSI-H, high level) je
pravé projevem MMRd. Pacienti s CRC Il. a Illl. klinického stadia, u kterych byla

prokdzana MMRd, maji pfitom signifikantné lepsi progndzu pro preziti ve srovnani
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s kontrolni skupinou, zaroven vsak u nich nebyl prokazan zadny pfinos adjuvantni

chemoterapie zalozené na aplikaci 5-fluorouracilu (55,93,94).

V roce 2000 vznikla molekuldrni klasifikace karcinomu prsu, ktera ve své
modifikované podobé definuje pomoci imunohistochemického vysetfeni
3 molekularnich biomarkerd (ER-a, PR a Her-2 receptor) jednotku , triple-negativni“
karcinom prsu (TNBC). Tyto karcinomy jsou charakteristické tim, Ze ani jeden
z uvedenych biomarkerd neexprimuji, nejcastéji jsou Spatné diferencované (G3) a
maji vysokou proliferaéni aktivitu. Jejich prevalence v populaci pacientek
diagnostikovanych v MOU v roce 2007 ¢&ini priblizné 15 %, co? odpovida priméru
v evropské populaci (95). Prestoze se ve srovnani s ostatnimi fenotypy karcinomu
prsu jedna o jedno z nejagresivnéjSich onemocnéni, obecné je povazovano za
chemosenzitivni, coZ bylo opakované doloZeno nejvy$sSim vyskytem odpovédi
na lécbu (,response rate” dosahuje az 86 %) a patologickych kompletnich remisi
(pCR) (az 62 % v zdvislosti na cytostaticich) po neoadjuvanci (96). Ukazuje se, Ze
chemosenzitivita TNBC vyplyvd nejenom z jeho vysoké proliferacni aktivity, kterou
Ize kvantifikovat na zakladé exprese biomarkeru Ki-67, ale soucasné i z poSkozeni
DNA, které si tyto nadory nejsou schopny opravit (65,96). Casto toti? postradaji
funkéni BRCA1 gen, coz mlze byt disledkem jeho mutace nebo hypermetylace jeho

promotoru. Jak expresi Ki-67, tak mutaci a hypermetylaci BRCA1 genu lze vySetfit.

Poslednim pfikladem molekuldarniho prediktoru ucinnosti chemoterapie je gen
MGMT, jehoZ protein se Ucastni reparacnich mechanizm( pfi opravach poskozené
DNA. Metylace promotoru tohoto genu v nadoru, a tedy snizena schopnost indukce
jeho exprese, je prediktorem zvySené |éCebné odpovédi na alkylacni latky (napf.
temozolomidu) u pacientll s glioblastoma multiforme. ProtoZe vybér cytostatik
vhodnych k terapii tohoto onemocnéni je zna¢né limitovan a biomarker predikuje
vySSi ucinnost, nikoliv neucinnost alkylacnich latek, v klinické praxi se stanoveni
metylace MGMT pfilis nevyuziva. Mezi vyjimky patfi situace, kdy se o podani
cytostatika rozhoduje u pacientd, ktefi jsou v dusledku své nemoci v celkové horSim
stavu fyzické vykonnosti a informace o tom, Ze nelze predpokladat vyssi Ucinnost

Ié¢by, by mohla pomoci |ékati v rozhodovani o jeho indikaci (88,97).
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Ve vztahu k cilené 1écbé Ize u nadorq, které jsou predmétem naseho vyzkumu, uvést
rovnéz nékolik priklad( prediktivnich biomarkerd. Historicky nejdelsi zkuSenost
s aplikaci cilené |éCby je u pacientek s karcinomem prsu. Pomineme-li chirurgickou
kastraci, kde prvni publikaéné doloZzené pozorovani regrese nadoru prsu
po oboustranné adnexektomii pochazi z roku 1896 (Beatson), tak minimalné pouziti
moduldtoru estrogenového receptoru tamoxifenu lze jiz za cilenou |é¢bu povaZzovat
(1971 paliativni podani, 1982 adjuvantni podani). Stanoveni nadorové exprese
extrogenového receptoru (ER) je nejsilnéjsim prediktivnim biomarkerem efektivity
tamoxifenu a antiestrogenové terapie vibec (63,98). Avsak i mezi pacientkami
stejného klinického stadia, které jsou na zdakladé pozitivni nadorové exprese ER
indikovany k uvedené lécbé, existuje variabilita ve vyvoji onemocnéni. K selhdni
hormonalni terapie dochazi ¢astéji u nador( s prokazanou zvySenou expresi cyklinu
E1, amplifikaci genu pro cyklin D1 a mutaci v genu TP53. Vysledky nékterych studii
ukazuji, Ze selhani lécby tamoxifenem muzZe byt zplsobeno i jeho zvySenym
odbourdvanim v dusledku polymorfizmu genu CYP2D6, kterd vede k vyssi aktivité

tohoto enzymu (10,69,98).

U karcinomu prsu se v klinické praxi pouziva dalsi molekularni prediktivni biomarker,
a to kindikaci anti-Her-2 terapie, ktera je zaloZzend bud na aplikaci monoklonalnich
protilatek cilenych proti epitoplm extraceluldrni ¢asti tohoto membranového
receptoru nebo nizkomolekularnich inhibitord blokujicich jeho tyrozinkindzovou
aktivitou. Nadmérna exprese Her-2 receptoru a amplifikace Her-2/neu genu jsou
povazovany za hlavni molekularni prediktory Ucinnosti anti-Her-2 terapie. Prestoze
se jednd o cilenou léCbu, jeji ucinnost se pohybuje mezi 30 a 50 %, pfitom mUlze byt
doprovazena toxicitou (nejcastéji kardiotoxicitou) a nezanedbatelné jsou i financni
naklady, které s sebou pfinasi. Hledany jsou proto dal$i molekularni prediktory, a to
jak pro efektivitu, tak pro toxicitu anti-Her-2 cilené lécby (63,65,69). Nas tym se
uvedené problematice vénuje i po vyzkumné strance. Vysledkem fesSeni grantového
projektu byla identifikace dvou novych molekuladrnich prediktor(i anti-HER-2 terapie,

a to Akt a S6K kinazy. Posledni z nich byl Uspésné patentovan (100,101).
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Prediktivni biomarkery se pouzivaji i u metastatického kolorektalniho karcinomu, kde
je stanoveni mutacniho stavu genu KRAS zdsadnim kritériem pro urceni algoritmu
paliativni 1écby. U pacientl, jejichZz tumory nesou nemutovany gen KRAS je
indikovana cilend anti-EGFR terapie spocivajici v aplikaci monoklonalnich protilatek
zamérenych proti rdznym epitopdm tohoto receptoru. Kromé mutovaného genu
KRAS (priblizné 40 az 45 % nador() je negativnim prediktorem odpovédi na anti-
EGFR terapii i nalez mutovaného genu BRAF (5-15 % nador(), PIK3AC (pfiblizné 15 %
metastatickych karcinomt) a NRAS (2-5 % nador(l) , nebo ztrata exprese PTEN
vnadoru (12 % metastaz). Naopak prediktorem jeji vyssi ucinnosti je prakaz
amplifikace EGFR genu v nadoru s nemutovanym genem KRAS (30 % nadora). | mezi
pacienty s nemutovanymi RAS, BRAF a PIK3AC geny je vSak znacnd heterogenita

v odpovédi na lécbu (57,59). | tato oblast je predmétem naseho zajmu, viz dale.

Mimo vySe uvedenych prikladd se molekuldrni prediktivni biomarkery vyuZivaji
i u dalsich solidnich tumort: maligni melanom (mutace BRAF), nemalobunécny plicni
karcinom (NSCLC) (mutace EGFR, ALK), GIST - gastrointestinalni stromalni tumor
(mutace C-KIT, PDGFR-alfa) a medularni karcinom Sstitné zlazy (C-MET). U jinych

diagndz vsak stale na jejich identifikaci cekame (napf. renalni karcinom) (3).

Kromé predikce ucinnosti protinadorové lécby maji prediktivni biomarkery
uplatnéni i v odhadu vzniku jeji toxicity. Prikladem je gen UGT1A1 zodpovédny za
metabolizmus irinotekanu, ktery se vyskytuje ve vice nez 60 genotypovych
variantdch (polymorfizmech). Priblizné kazidy desaty jedinec bilé rasy je
homozygotem pro genotyp (polymorfizmus) *28/*28, ktery se oproti wild-type
sekvenci lisi jednou repetici TA navic. Nositelé tohoto genotypu maji az 3,5 krat vyssi
riziko vzniku zavazné G3/4 neutropenie a 1,6 krat vyssi riziko vzniku zavaznych (G3/4)
prajm0G po podani irinotekanu v davce standardni pro lé¢bu pacientli s nadory
zazivaciho traktu (102). V klinické praxi se vSak rutinni stanoveni genotypu UGT1A1
u pacient pred zahdjenim lécby irinotekanem nepouziva, nebot riziko ze vzniku
trvalého zdvaziného poskozeni zdravotniho stavu takto Iécenych pacient( v disledku

nezadoucich ucinkl, které jsme v soucasnosti schopni kompenzovat podplrnou
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I[éCbou (napf. rlstovymi faktory myelopoézy) je relativné nevyznamné ve srovnani

s disledky agresivniho ristu nadorového onemocnéni.

Dalsim prikladem muze byt vznik Zivot ohroZujici tézké leukopenie a jaterni toxicity
jako dlsledek podani merkaptopurinu leukemickym pacientim, ktefi jsou soucasné
nosici vybranych polymorfizm( v genu TPMT (thiopurine methyltransferase) nebo
ITPA (inosine triphosphate pyrophosphatase), které vedou ke sniZeni jejich
enzymatické aktivity (103). Podobné nékteré polymorfizmy v genu kédujicim enzym
glutathion-S transferazu (GSTP1-105) koreluji se zvySenym rizikem rozvoje
neurotoxicity G3 po aplikaci oxaliplatiny a v genu TCL1A s vyskytem
muskuloskeletdlni bolesti u pacientek uZivajicich inhibitory aromatdzy (nejspiSe
v dUsledku zvySené tvorby cytokinG IL-17 a IL-12, které jsou genem TCL1A
regulovany) (104). Lze predpokladat, Ze s narudstajicim poctem GWAS (Genome Wide
Association Studies) bude podobnych vysledkd prokazujicich souvislost mezi
nosic¢stvim urcitych genetickych polymorfizma a rizikem toxicity protinadorové |écby

pfibyvat (105).

S rozvojem individualizované mediciny a cilené 1éCby se otvird fada otazek. Napfiklad
z pohledu genetické heterogenity nadoru (106,107) vyvstava otazka, zda vySetfeni
biomarkerld v limitovaném materidlu z biopsie nadoru v dobé jeho diagnézy
poskytuje dostate€né mnozZstvi validnich informaci pro lé¢bu pripadného relapsu
onemocnéni v odstupu nékolika let. Jak dokazuji vysledky analyz zkoumajicich
molekuldrni heterogenitu primdarnich nadorl a jejich metastaz, naprostou vétsSinu
mutaci v klicovych genech sdili metastatické bunky snddorovymi burikami
pGvodniho origa (108). Tuto skutecnost ostatné potvrzuji i vysledky rady klinickych
studii, ve kterych pacienti s metastatickym onemocnénim maji benefit z cilené |écCby,
ackoliv ta byla indikovana na zakladé prediktivniho biomarkeru vzeslého z analyzy
primarniho tumoru (109). OdliSnd situace vsak nastava v pfipadé pacienta jiz
predlécenych, u kterych dochazi k opakované progresi onemocnéni. Napf. je znamo,
Ze u signifikantni ¢asti pacientl s NSCLC, ktefi velmi dobfe odpovidaji na cilenou anti-
EGFR terapii, jsou v nadoru jiz inicidlné pfitomny subpopulace bunék nesoucich

mutaci T790M v kinazové doméné EGFR, jez je pfiCinou rezistence nadoru
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na uvedenou léCbu. Po zniceni majoritni populace nadoru senzitivni k aplikované
|éCbé pak nastava relaps onemocnéni z plivodné subklinického, naprosto minoritniho
nadorového klonu (110). Kromé toho muze v pribéhu |éCby dochazet ke vzniku
novych mutaci i u dosud vnimavé populace nadorovych bunék, jez nasledné zpUsobi

rezistenci k [écbé.

V souvislosti s pripadnymi pozadavky klinik(l na opakované biopsie pak vyvstava dalsi
otazka, a to zda pti zvySujici se senzitivité metod molekularni genetiky Ize
minimalizovat invazivni procedury a mnozstvi biologického materialu nezbytného
ke stanoveni molekuldrnich biomarker(. Idedlni by bylo vyuZivat za timto ucelem
pouze odbérl krve, ze které lze izolovat cirkulujici nddorové burnky nebo volné
biomolekuly (proteiny, DNA, RNA, atd.), a ty nasledné podrobit laboratorni analyze.
Minimalné v pfipadé pacientd, u kterych jiz bylo onemocnéni diagnostikované, se do

budoucna jedna o velice slibny postup.

Narustajici pocet cilenych protinddorovych |éciv, vysledky jejich klinickych studii a
nové poznatky nddorové biologie ukazuji, Ze indikace cilené |écby se bude
v budoucnosti opirat o vétsi spektrum molekuldrnich prediktort, které budou lépe
charakterizovat vlastni nadorové onemocnéni a predikovat jeho odpovéd
na zvazované moznosti |éCby. Je pravdépodobné, Ze kazdé nadorové onemocnéni
bude mit doporuceny panel molekuladrnich prediktor(, které bude nutné vysetfit a

na jejich zdkladé bude indikovdna nejvhodnéjsi cilena Iécba. Lze predpokladat, ze se

zde uplatni metody sekvenovani nové generace.
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4.4.2 VLASTNIi PRISPEVEK K PROBLEMATICE

Z hlediska klinického rozhodovani jsou jednoznacné nejvice potifebnou a soucasné
nejvice nedostatecnou a neuspokojivou tfidou biomarkert, biomarkery prediktivni,
tj. biomarkery umoznujici predikovat lé¢ebnou odpovéd, pripadné nezadouci ucéinky
|éCby. Touto problematikou jsme se zabyvali jak teoreticky v rdmci prehledovych
praci tak vramci plvodniho vyzkumu. Vroce 2012 jsme publikovali v ¢asopise
Cardiovascular Toxicology rozsdhlou prehledovou praci zaméfenou na kardiotoxicitu
cilené lécby u solidnich nadorli, ve které diskutujeme jak patofyziologické
mechanizmy, tak diagnostiku, |écbu, rizikové faktory a moZnosti prevence téchto

nezadoucich ucinkl [23,24].

Jednim z historicky nejdéle podavanych preparatt, ktery ma charakter cilené |écby,
je u karcinomu prsu trastuzumab (monoklonalni protilatka proti Her-2 receptoru).
Trastuzumab je ovSem UucCinny zhruba u poloviny Her-2-pozitivnich pacientek
s karcinomem prsu. DulezZitou roli v procesu primarni a sekundarni rezistence k cilené
anti-Her-2 terapii hraje signalni draha PI3K/Akt. V nasi studii jsme hodnotili vztah
mezi expresi, aktivaci a subceluldrni lokalizaci vybranych izoforem Akt a odpovédi
na cilenou Ié¢bu trastuzumabem u 74 pacientek s Her-2-pozitivhim metastazujicim
karcinomem prsu. Pro stanoveni hladin Aktl, Akt2, pAkt-Thr308 a pAkt-Ser473 byla
pouzita imunohistochemie, pficemz pAkt, cytoplazmatické a jaderné frakce byly
hodnoceny samostatné. | presto, Ze izoformy Akt byly exprimovany ve vétsiné
nadoru, aktivovany Akt (pAKT) byl pfitomen v cytoplazmé a nikoli v jadie u > 20 %
tumor(, u 7-13 % tumoru nedochazelo k expresi pAKT vibec. Pacientky s vysokou
mirou exprese Akt2 a detekovatelnou hladinou pAkt (pAkt-Thr308 a / nebo pAkt-
Ser473) v cytoplazmé i v jadre (j + c), vykazovaly lepsi ¢as do progrese onemocnéni
(TTP) a celkové preziti od zahajeni terapie trastuzumabem (OSt). Pacientky s vysokou
mirou exprese Akt2 a pAkt Thr308 (j + c) mély signifikantné delsi TTP (17,0 vs 7,6
mésict, p = 0,024; HR 0,52) a OST (51,8 vs 16,8 mésic, p = 0,0009; HR 0,34).
Podobné vysledky jsme ziskali pro silnou expresi Akt2 a pAkt Serd73 (j + c): TTP 13,1
vs. 7,2 mésice (p = 0,085, HR 0,62) a OST 50,8 vs 17,0 mésice (p = 0,009; HR 0,45).

Tato studie, publikovana v ¢asopise International Journal of Oncology, jako prvni
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prokazala vyznam jednotlivych izoforem kindzy Akt, jeji aktivace a subcelularni
lokalizace, v predikci odpovédi na cilenou lécbu trastuzumabem u pacientek s HER2-

pozitivnim metastazujicim karcinomem prsu [24, 25].

Velké Usili jsme vénovali rovnéz snaham o identifikaci biomarkerl umoZnujicich
predikovat lé¢ebnou odpovéd na neoadjuvantni konkomitantni chemoradioterapii
u pacientl s karcinomem rekta. Na toto téma jsme publikovali prehledovou praci
v Klinické onkologii, pfi€emz cilem naseho ¢lanku bylo souhrnné zpracovat dosavadni
klinické studie zabyvajici se neoadjuvantni |écbou karcinomu rekta a potencialni
klinicko-patologické, ale také molekularni prediktory |écebné odpovédi. V této
souvislosti byly nejcastéji studované sérové nadorové markery, pocty postizenych
uzlin, vybrané onkogeny, nadorové supresory, mikrosatelitni nestabilita, biomarkery
apoptoézy, proliferace, angiogeneze, nddorové invazivity a metastazovani a také

enzymy, které souviseji s metabolizmem fluoropyrimidina.

Nasi prvni origindlni praci na toto téma jsme publikovali v témZe roce v Casopise
lékar( ceskych. Do nasi studie jsme zaradili 17 pacient( s histologicky potvrzenym
karcinomem rekta v klinickém stadiu Il a lll podle TNM klasifikace. Odpovéd na lécbu
byla hodnocena klinicky pomoci transrektalni ultrasonografie a CT/MRI pred a po
[écbé a dale histopatologicky pomoci TRG (Tumor Regression Grade) podle
Mandarda. Nadory s TRG 1-2 patfily skupiné pacient s dobrou odpovédi na IéCbu,
zatimco TRG 4-5 byl typicky pro nadory pacientli bez odpovédi. Pro vSech 17 vzorku
jsme zpracovali nizkohustotni oligonukleotidové Cipy, které umoziovaly paralelni
detekci exprese 440 genl dfive asociovanych s rdznymi znaky maligniho nadoru.
Za ucelem identifikace rozdilné vyjadrenych gentd jsme pouzili t-test a metodu SAM
(Signficance Analysis of Microarrays) a nalezli jsme 8 gent (RB1, RBBP4, HYOU1,
JUNB, MDM4, CANX, MMP2, TCF7L2), jejichz hladiny byly statisticky vyznamné
zvySené u skupiny pacientll neodpovidajicich na IéCbu. Tyto geny predstavuji po dalsi
nezavislé validaci potencidlni prediktivni biomarkery |éCebné odpovédi na

neoadjuvantni chemoradioterapii u pacient( s karcinomem rekta [26].

Poté, co jsme se vramci naSeho tymu zacali zabyvat problematikou miRNA, jsme

provedli analyzu jejich exprese i u pacientld s karcinomem rekta, ktefi podstupuji
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neoadjuvantni lécbu chemoradioterapii. Zajimalo nas, zda podobné jako u genové
exprese (viz vySe) bude i v pfipadé miRNA nalezen vztah mezi odpovédi na Iécbu a
expresi partikularnich miRNA. Do studie jsme zaradili 20 pacientl, ktefi byli 1éCeni
neoadjuvantni chemoradioterapii pro pokrocily karcinom rekta a jejichz tumory po
uvedené lécbé dosahly maximalni mozné regrese (TRG 1-2) nebo byly naopak zcela
rezistentni (TRG 4-5). Tyto dvé skupiny byly nasledné porovnany pomoci
vysokokapacitniho profilovani miRNA. Nalezli jsme 8 miRNA, jejichz hladiny se
signifikantné liSily mezi studovanymi skupinami. Hladiny MiR-215 a miR-190b a miR-
29b-2* byly u pacientld neodpovidajicich na lé¢bu zvysené, zatimco let-7e, miR-196b,
miR-450a, miR-450b-5p a miR-99a* byly zvySené u pacientll s dobrou odpovédi
(p < 0.05). Za poutziti exprese téchto 8 miRNA bylo spravné zarazeno 9 z 10 pacient(
sdobrou odpovédi a 9 z10 se Spatnou odpovédi na l|écbu. Navic u vétSiny
z identifikovanych  miRNA byla jiZz v minulosti popsdana jejich souvislost
s radiorezistenci nebo chemorezistenci na inhibitory tymidylat syntdzy. Nase

vysledky jsme publikovali v roce 2012 v ¢asopise Radiation Oncology [27].

Nalezeni vhodnych prediktivnich biomarkera zacdina byt stale aktualnéjsi i v pripadé
glioblastomu, a to pfedevsim z diivodU klinického testovani novych protinddorovych
l[éCiv (napf. bevacizumab, cilengitid) vhodnych klécbé tohoto agresivniho
onemocnéni. V soucasnosti zahrnuje standardni |écebny protokol konkomitantni
chemoradioterapii s temozolomidem (TMZ) nasledovanou adjuvantni aplikaci TMZ,
pricemzZ za prediktivni biomarker |é¢ebné odpovédi na TMZ je dnes povaZovan
metylaéni status promotorové oblasti genu pro MGMT. Nicméné tento biomarker
ma svoje limitace dané predevsSim popsanou intratumoralni heterogenitou tohoto
biomarkeru a dale Spatnou standardizovatelnosti metodiky pro stanoveni metylace.
Navic, dosavadni omezené moznosti lécby glioblastomu vedou k tomu, Ze je lé¢ba
TMZ podavana i v pfipadech, kde stav metylace MGMT nepredikuje zvySenou
citlivost nadoru k alkylacnim latkdm. V roce 2009 jsme proto publikovali pilotni studii
v Casopise Neoplasma, ve které jsme popsali signifikantni snizeni hladin miR-181a
(p = 0,016) a miR-181b (p = 0,047) v tumorech pacientli s dobrou odpovédi na |écbu

ve srovnani s pacienty s progredujicim onemocnénim [28].
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Na tuto praci jsme navazali studii publikovanou v ¢asopise Cancer Science, ve které
jsme analyzovali nddorovou expresi 8 miRNA (miR-21, miR-128a, miR-181c, miR-195,
miR-196a, miR-196b, miR-221 a miR-222) a ziskané vysledky nasledné korelovali
s MGMT statusem a klinickymi charakteristikami pacientli s glioblastemem
podstupujicich konkomitantni chemoradioterapii s TMZ. Podafilo se nam potvrdit
prognosticko-prediktivni potencial metylacniho stavu pro MGMT. Kromé toho jsme
nalezli pozitivni korelaci mezi expresi miR-195 a miR-196b a OS pacientl. Navic,
kombinaci exprese miR-181c a miR-21 jsme byli schopni identifikovat skupinu
pacientd s c¢asnou progresi onemocnéni do 6 mésicl od diagndzy, a to s 92%
senzitivitou a 81% specificitou (p < 0,0001). Tyto miRNA se tak jevi jako potencialni
biomarkery pro identifikaci pacientll ve vysokém riziku selhani 1é¢by a progrese

onemocnéni [21].

Zabyvali jsme se rovnéz identifikaci prediktivnich biomarkerl u metastatickych
neuroendokrinnich tumord (NET) Iléfenych somatostatinovymi analogy (SA).
Somatostatinovych analog je s Uspéchem vyuZivano klécbé pacientl s NET, které
svou hormonadlni hypersekreci zpUsobuji klinicky zavazny karcinoidovy syndrom.
Uc¢inek somatostatinu a sou¢asné i SA je ovlivnén predeviim typem receptoru, pres
ktery je uskuteciovdn. Pro somatostin bylo doposud identifikovano pét typl
specifickych membranovych receptorll SSTR1 az SSTR5. Geny pro jednotlivé typy
receptorli jsou lokalizovany na rlznych chromozomech, coZz naznacuje nejen
individualni transkrip¢ni kontrolu kazdého z nich, ale i jejich rozdilnou funkénost.
V nasi studii jsme se rozhodli stanovit hladiny mRNA pro vsech pét typu
somatostatinovych receptord metodou Real-Time PCR na souboru 25 pacient s NET
s klinicky vyjadifenou hormonalni hyperserkreci. Odpovéd byla vyhodnocovdna po
Sesti mésicich lécby, a to jak na urovni biochemické (pokles nebo stabilizace
chromograninu A v séru a 5-HIOK v modi, pozorovan u 80 % pfipadll), symptomatické
(efekt na vyjadrené symptomy, pozorovan u 83 % pripadu), tak radiologické (efekt
na meéfitelné léze, v48 % pozorovana odpovéd na lécbu v podobé SD, PR, CR).
Median terapie analogy Cinil 14 mésicl (2-82 mésicl). Exprese receptori SSTR2 a
SSTR5 byla detekovatelna ve vSech studovanych NET, SSTR1 a SSTR4 ve vSech az na

tfi pripady, SSTR3 pouze v poloviné ptipadl.Ve vztahu k radiologické odpovédi
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vykazoval silny prediktivni potencial podtyp receptoru SSTR4, jehoZz hladiny byly
signifikantné sniZzeny v nddorech pacient(i se stabilizaci onemocnéni (p = 0,036) a
negativné korelovaly s ¢asem do progrese (p = 0,0015) a celkovym prezivanim

(p =0,0017) pacientl s metastatickym NET [29].
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4.5 STUDIUM BIOMARKERU V ONKOLOGII — VYZNAM FUNKCNICH STUDIi

Genezi biomarkerli se vénuje jedna z uvodnich kapitol této prace. Chceme-li
prokazat kauzalni vztah konkrétniho biomarkeru s nadorovym onemocnénim, je
nutné provést nékolika-urovriové funkéni studie na bunécénych (in vitro) ptripadné
zvifecich (in vivo) modelech. Tyto studie nejenze umozni rozsifit pozndni v oblasti
molekularni patologie daného nadorového onemocnéni, ale také naznaéi mozné
vyuziti diagnostického nastroje (biomarkeru) jako potencialniho terapeutického cile.
Kromé toho lIze v onkologii vyuzit funkénich studii i ktestovani UGcinnosti

protinddorovych léciv.

4.5.1 VLASTNIi PRISPEVEK K PROBLEMATICE

Funkéni charakteristika miRNA jako kandidatnich biomarkera u solidnich tumort

Nas tym se zacal zabyvat problematikou miRNA a vyznamem téchto nekddujicich
RNA v patogenezi nador(l jako viibec prvni v Ceské republice. DGvodd, které nds
k tomu vedly, bylo nékolik, jednim z nich byla i nase ptedchozi zkusenost s pouzitim
DNA ¢Cip(l. Zatimco na Urovni genové exprese se nam dafilo identifikovat desitky az
stovky genu s rozdilnou expresi mezi studovanymi systémy, validace téchto zmén na
Urovni proteint nebyla vidy Uspésna. Objev RNA interference fizené fragmenty RNA
o délce 21 az 23 nukleotid(, ktery vysvétloval pozorované rozdily mezi genovou a
proteinovou expresi, nas ved| k hlubsimu studiu miRNA u solidnich tumor(. Zabyvali
jsme se jak identifikaci mikroRNA, at jiz na Urovni jednotlivych genli nebo celych
genovych profill, tak i jejich funkéni charakterizaci, nebot u rady z téch, které jsme
v naSich experimentech urcili jako vyznamné a potencidlné pouzZitelné jako

biomarkery v klinické praxi, nebyla zndma jejich biologicka funkce.

V nasem vyzkumu provadime funkéni studie nejéastéji na Urovni bunécnych in vitro
modell, vétSinou zaloZenych na pouZiti stabilnich bunéénych linii odvozenych od
studovaného nadorového onemocnéni. Principem téchto in vitro analyz je studovat

efekty umélého utlumeni ¢i navySeni konkrétni miRNA na viabilitu, bunécny cyklus,
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apoptozu, migraci ¢i invazivitu nadorovych bunék. Dalsi Urovni téchto studii je

podrobnéjsi molekularni charakterizace sledovaného efektu.

Jednou z nejvice studovanych miRNA v nadorové biologii je onkogenni miR-21. V nasi
praci zroku 2007 jsme popsali mnohonasobné zvySené hladiny miR-21 v tkani
kolorektalniho karcinomu a jako prvni jsme korelovali jeji expresi s klinickym stadiem
tohoto onemocnéni [8]. V dalsi studii na nezavislém souboru jsme popsali rovnéz
negativni korelaci miR-21 s celkovym preZivanim pacientd s kolorektalnim
karcinomem, a naznacili tak jeji mozné vyuziti jako prognostického biomarkeru. Na
zakladé téchto pozorovani jsme rozhodli studovat miR-21 i z funkéniho hlediska
in vitro. Pomoci inhibitoru miR-21 (anti-miR-21) jsme byli schopni efektivné tlumit
hladiny uvnitf bunék stabilni bunécné linie DLD1 odvozené od kolorektalniho
karcinomu. Nepozorovali jsme zadny efekt vlastniho tlumeni pomoci anti-miR-21 na
viabilitu bunék, nicméné pfi pouziti v kombinaci s cytostatiky (5-FU, L-OHP a SN38)
dochdzelo kvyznamného poklesu viability ve srovnani skontrolnimi burikami.
Nejvyznamnéjsiho vysledku jsme ovsem dosahli v rdmci studie bunécné migrace, kdy
utlumeni miR-21 vedlo k témér 30% snizeni migracni kapacity nadorovych bunék
(p = 0,016). Vysledky jsou tak vsouladu s pozorovanim ziskaném na klinickém
materidlu, kdy snarustajicim klinickym stadiem rostou také hladiny miR-21
v primarnim nadoru. Tato nase pozorovani jsme publikovali v ¢asopise International

Journal of Colorectal Disease [9].

Dalsi, doposud nejrozsahlejsi studii in vitro jsme provedli rovnéZ na modelu
kolorektalniho karcinomu. Pomoci vysokokapacitniho méfeni umoznujiciho globalni
profilovani exprese miRNA jsme identifikovali 42 miRNA s rozdilnou expresi mezi
nadorovou tkani a zdravou strevni sliznici (p < 0,0005). Na zakladé téchto vysledkd,
predchozich pozorovani a biologické vyznamnosti bylo vybrano 14 miRNA pro dalsi
validaci, kterd potvrdila vyznamné snizené hladiny miR-378 (p < 0,0001), miR-422a (p
< 0,0001), miR-375 (p < 0,0001), miR-451 (p < 0,0001), miR-378* (p < 0.0001),
miR-215 (p < 0,0001), miR-145 (p = 0,0370), miR-195 (p = 0,0032) a MiR-139-5p (p =
0,0002) a vyznamné zvysenou hladinu miR-135b (p < 0,0001), miR-21 (p < 0,0001) a

miR-31 (p < 0,0001) v nadorové tkdni. Vramci naslednych in vitro analyz jsme
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pozorovali, Ze zvySena exprese miR-215 vedla k poklesu ve viabilité bunék HCT-116
021,7+0,3% (p =0,05) a DLD-1 bunék 0 19,7 + 7,1 % (p = 0,05) 48 h po transfekci
10nM pre-miR-215 (prekurzor vedouci k navySeni hladin dané miRNA v bunécné
linii). Podobné také navyseni hladin miR-375 zpUsobilo pokles v poc¢tu Zivych HCT-116
bunék 0 32,9 £ 6,9 % (p = 0,005). V pfipadé miR-378 vedla zvySend exprese k snizeni
viability DLD-1 bunék o 14,4 + 12,4 % (p = 0,05) 48 h po transfekci 10nM pre-miR-
378. Viabilitu bunék rovnéz ovlivnila miR-135b, kdy nizsi hladiny této miRNA vedly
k snizeni zivotnosti DLD-1 bunék o 27,4 + 19,2 % (p = 0,005) a HCT-116 bunék o 16,0
+ 11,7 % (p = 0,05) 48 h po transfekci 30nM anti-miR-135b. Tato pozorovani jsou v
souladu s nasSim predpokladem, Ze miR-215, miR-375 a miR-378 funguji jako
nadorové supresory, zatimco miR-135b plni funkci onkogenu. Analyzy bunécného
cyklu prokazaly, Ze miR-215, miR-375, miR-378 a miR-422a vyznamné zvysuji podil
bunék v Go-G1 fazi a snizuji pocet bunék v S fazi u bunécné linie HCT-116 (ve vSech
pfipadech p = 0,01), nikoliv vSak u bunécné linie DLD-1. Podobné zvySené hladiny
miR-215 vedly k vzestupu poctu apoptotickych HCT-116 bunék z 14,6 + 2,1 % na 36,2
£ 5,1 % (p = 0,005). Tato skute¢nost pravdépodobné souvisi s mutaci p53 u bunék
DLD-1. Pomoci migracni assaye bylo dale zjiSténo, Ze zvySend exprese miR-215
sniZzuje migraci DLD-1 bunék o 46,1 + 20,5 % (p = 0,05) a HCT-116 bunék o 26,6 +
35,2 % (p > 0,05). Zavérem lze shrnout, Ze byla prokazana nadorové supresorova
funkce miR-378, miR-422a, miR-375 a miR-215, zatimco miR-135b Ize oznadit za
onkogen. Vysledky této studie ddle naznacuji pfipadné vyuZiti validovanych miRNA
jako novych biomarker( u kolorektalniho karcinomu a funkéni screening potvrdil, Ze
nékteré z nich, predevsim vsak miR-215, pfedstavuji potencialné vyznamné cile pfi
[écbé tohoto onemocnéni. Pfesné molekuldrni mechanizmy vSak nejsou dosud
znamy a bude jim porozuméno teprve v pfipadé, Ze se podafi identifikovat a
experimentalné validovat cilové molekuly téchto miRNA. Tato studie byla

publikovdna v ¢asopise Journal of Cellular and Molecular Medicine [10].

Dalsi funk¢ni studii, tentokrat s miR-210, jsme provedli na modelu renalniho
karcinomu (RCC). In vitro experimenty byly provadény na bunécnych liniich renalniho
karcinomu ACHN a CAKI-2, kde jsme analyzovali vliv transfekce anti-miR-210 na

viabilitu bunék, apoptdzu, bunélny cyklus, migraci a invazivitu. Pomoci analyzy
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expresnich profild 667 miRNA ziskanych metodou kvantitativni Real-Time PCR arrays
jsme identifikovali zvySenou expresi miR-210 v nadorové tkani (p = 0,0008).
Na nezdvislém souboru jsme toto pozorovani potvrdili (p< 0,0001). In vitro jsme po
experimentalnim snizeni hladiny miR-210 v bunécnych liniich ACHN a CAKI-2
pozorovali sniZzenou viabilitu a u bunécné linie CAKI-2 hromadéni bunék v G2 fazi
bunééného cyklu. Po snizeni exprese miR-210 jsme pozorovali také sniZzenou
schopnost migrace a snizeny invazivni potencidl bunééné linie ACHN odvozené
z metastatického RCC. Prokazali jsme rovnéz snizenou expresi proteinu HIF1a v obou
bunéénych liniich po umléeni miR-210, coZz naznacduje ucast miR-210 v regulaci
hypoxickych procestl u RCC nejen prostfednictvim regulace svych cilovych mRNA, ale
také nepfimo pomoci regulace HIFla. V soucasnosti se jednd o prvni duikaz
naznacujici, Ze miR-210 ma schopnost regulovat jak buné¢nou migraci a invazivni
potencial, tak i hladinu proteinu HIF1a v burikdch RCC. ZvySena exprese miR-210 jiz
byla zjisténa u rdznych typl nador(, coZ poukazuje na jeji zapojeni do obecnych
procesl maligni transformace a vytvari predpoklad, Ze mlze byt v budoucnu vyuzita

jako terapeuticky cil v 1é¢bé nddorovych onemocnéni [16].

V ramci naSich dosavadnich funk¢nich in vitro studiich u kolorektalniho a renalniho
karcinomu jsme u vybranych miRNA poukazali na jejich moiné wvyuziti jako
terapeutickych cili. Dalsim logickym krokem v takto zapocatém vyzkumu je ovéreni
vlastnosti téchto miRNA také vramci in vivo modelu. V soucasnosti zahajujeme
vyzkumny projekt zamérfeny na studium vlastnosti miR-215 na mySim modelu

kolorektalniho karcinomu.

Vyuziti in vitro funkcnich studii v predikci nadorové

chemosenzitivity/chemorezistence.

Jiz jsme zminili o programu in vitro testovani chemosenzitivity/chemorezistence
nadord vicéi novym latkam s cytotoxickym ucinkem, ktery vznikl v 80. letech v NCI
(USA). Program je stdle aktivni a vyuziva panel vice nez 60 nadorovych bunécénych

linii (91). Cilem testovani je zjistit, zda u nékterych nadorU, a to zejména s ohledem
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na jejich tkanovy pavod, existuje selektivné vyssi vnimavost vici testovanym latkam,
a tuto informaci vyuzit pfi planovani klinickych studii hodnoticich G¢innost daného
léCiva. K in vitrotestovani chemosenzitivity/chemorezistence je vyuZivan zejména
MTT test pojmenovany podle pouzivaného MTT barviva (3-[4,5-dimethyl(thiazol-2-
yl)-3,5-difenyl] tetrazolium bromid), které je v mitochondriich za pomoci enzymu
sukcinyl dehydrogendzy redukovano na fialové krystaly formazanu. Tyto krystaly se
po ukonceni testu chemicky rozpusti a intenzita zabarveni je spektrofotometricky
vyhodnocena, pficemZ hodnota absorbance koreluje s poctem prezivajicich bunék,

které byly schopny v mitochondriich MTT metabolizovat (92).

Vroce 2006 jsme publikovali praci, ve které jsme testovali vliv lithia na
chemorezistenci primarnich tumortd [30]. Do uvedené doby bylo lithium v onkologii
vyuzivano v podplrné 1écbé chemoterapii indikované leukopenie, nebot vedlejsim
ucinkem lithia je benigni a reverzibilni leukocytdza. PfestoZe bylo pouzivani lithia za
ucelem stimulace hematopoézy povazovano za relativné bezpecné, a tato zkusenost
onkologt byla potencovdana vice nez 50-letou historii s pouZivanim lithia v psychiatrii,
podavalo se lithium onkologickym pacientim i presto, Ze nebyly dostatecné
vysvétleny molekularni mechanizmy jeho uUcinku na lymfocyty a granulocyty, resp. na
lymfopoézu a  myelopoézu. Poté, co jsme zaznamenali informace
z neuropsychiatrickych literarnich zdrojli o neuroprotektivnim ucinku lithia, jehoz
podstatou méla byt schopnost lithia pfimo regulovat aktivitu Akt/PKB a GSK-3B
kindzy, tj. jedné z nejdllezitéjsich signalnich drah regulujicich prezivani bunék a
v pfipadé nador( jejich chemorezistenci, provedli jsme klinicko-experimentdlni
studii, jejimZz cilem bylo prokazat, zda je pouziti lithia u onkologickych pacientt
bezpecné. Vramci uvedené studie jsme, mimo jiné, hodnotili vliv lithia na
chemorezistenci primarnich tumor(. Na 53 vzorcich primarnich tumort bylo in vitro
provedeno 151 MTT testl chemorezistence, pfiCemz jsme prokazali enormni narudst
chemorezistence vic¢i doxorubicinu a paklitaxelu, pokud byly nadorové bunky
kultivovdny v prostfedni s lithiem. Kromé in vitro testovani chemorezistence méla
studie i klinickou ¢ast, v ramci které bylo provedeno retrospektivni hodnoceni vlivu
lithia na odpovéd nadoru na chemoterapii. | tato ¢ast prinesla nepfiznivé vysledky.

Zavérem studie bylo konstatovani, Ze uZiti lithia k profylaxi a k Ié¢bé chemoterapii
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navozené myelotoxicity je spjato s rizikem indukce chemorezistence nadoru. Tento
zavér mél i redlny dopad na klinickou praxi, nebot lithium se v dané indikaci skute¢né

prestalo pouzivat.
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5 ZAVER

Onkologie je oborem, ve kterém se moZna vice neZ jinde potvrzuje, Ze uplatnéni
principli individalizované mediciny v kontextu pokrok( dosazenych v biologii,
diagnostice, |é¢bé a prevenci nadorovych onemocnéni, zvySuje Sance na dlouhodobé
preziti a lepsi kvalitu Zivota onkologickych pacient. Molekularni biomarkery budou
v tomto smér hrat stale vyznamnéjsi roli. Jejich budoucnost spociva nejenom v ramci
in vitro diagnostiky, ale rovnéz v jejich propojeni se zobrazovacimi metodami za
ucelem in vivo diagnostiky, vcetné celotélového zobrazovani. Vyvoj biomarker( je

proto obrovskou vyzvou pro aplikovany a translaéni vyzkum v onkologii.
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PTCH
qRT-PCR
RAN
RB1
RET
RNA

RS

RT

RTG

SA

SDHA, B, C, D

SDHAF2
SELDI
SET8
SISH
SMADA4
SNPs

Polymerase Chain Reaction

Platelet-Derived Growth Factor Receptor, alpfa

Positron Emission Tomography / Computed Tomography
Phosphoinositide 3-Kinase

Phosphoinositide-3-Kinase, Catalytic subunit Alpha
Placental Alkaline Phosphatase

Postmeiotic Segregation Increased 1, Postmeiotic Segregation Increased 2
Pozitivni prediktivni hodnota testu

Progesterone Receptor

Prostate Specific Antigen

Phosphatase and Tensin Homolog

Patched Tumor Suppressor

Quantitative Real Time Polymerase Cain Reaction
RAs-related Nuclear Protein

Retinoblastoma 1 gen

Rearranged during Transfection gen

Ribonucleic Acid

Reccurence Score

Radiotherapy

Rentgenové vysetreni

Somatostatin Analogues

Succinate Dehydrogenase Complex, subunit A, B, C, D
Succinate Dehydrogenase Complex assembly factor 2
Surface-Enhanced Laser Desorption/ionization

Set domain containing protein 8

Silver in situ Hybridization

Mothers against decapentaplegic, drosophila, homolog of 4
Single Nucleotide Polymorphisms

SPECT Single-Photon Emission Computed Tomography

SSTR 1-5
STK11
SULT1A1
TCR
TLDA
T™Z
TNBC
TP53
TSC1, TSC2
TTF-1
TTP
T-UCR
uPA

VHL
WHO
WT1
XPA-XPG
XPO5
XRCC1

Somatostatin Receptors 1-5

Serine/Threonine Kinase 11

Sulfotrahsferase A1A

T-Cell Receptor

TagMan Low Density Arrays

Temozolomide

Triple Negative Breast Cancer

Tumor Protein p53

Tuberous Sclerosis 1, Tuberous Sclerosis 2
Transcription Termination Factor 1

Time to Progression

Transcribed-Ultraconserved Regions

(Adenoviral) Urokinase-type Plasminogen Activator
von Hippel-Lindau Tumor Suppressor

World Health Organization

Wilms Tumor gene

Xeroderma Pigmentosum, group A; Xeroderma Pigmentosum, group G
Exportin 5

X-ray Repair Cross-Complementing Protein 1
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