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Ci

kurzu

...podrobné seznamit posluchace s hlavnimi
principy analyzy dat z molekularnich 'omics
experimentu (mikroCipy, hmotnostni
spektrometrie, NGS,...), se zvlastnim dlirazem na
planovani experimentu a validaci vysledku pfi
detekci biomarkert.... a z nich odvozenych
modelu.



Biologicky marker (biomarker):

Charakteristika, ktera je objektivné mérena a
hodnocena jako indikator normalnich

Co je to biologickych procesu, patogennich procest nebo
- J farmakologickych odpovéedi na terapeuticky
biomarker: iy

Biomarkers Definitions Working Group (March 2001). "Biomarkers and surrogate endpoints: preferred
definitions and conceptual framework". Clin. Pharmacol. Ther. (Review). 69 (3): 89-95.



Biomarkerem

mize byt

Molekula a jeji stav Aktivita bunék v Pfitomnost
(mutace DNA, konkrétnich mikroorganizmu
hodnota exprese oblastech (lymfocyty
miRNA, zvysena v invazivnim frontu
hladina proteinu...) nadoru)
Proces (zvysena Vyuziti jednotlivych
proliferace, e biomarkert v
pritomnost stromalni rozhodovacim
reakce v nadoru, ...) PRAVIDLE

(modelu/testu)
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Biomarkery a modely

e Biomarker muze byt zalozen na jediném
analytu, nebo na jejich kombinaci v modelu
(klasifikatoru)

» Je to pravé kombinace vice analytu (genu,
proteinl, metabolitdl...), kterd je typicka pro
biomarkery z omicsovych dat



Jaké je riziko
onemocnéni u

Jaka je to nemoc?

zdravého jedince?

Zhorsuje se
nemoc?
Jaka je Sance, ze se Bude terapie
nemoc vrati? Predlk(e uspesna?

Nachylnost/

Riviko Diagnostika

Jak bude nemoc
probihat?

VIGO0 Biomarkery -




Co musi biomarker
(nebo model) splnovat

Musi byt pouzitelny rutinné v praxi:

* presny (dostatecné citlivy a dostatecné
specificky)

* robustni (co nejméné omezen technologii
méreni)

* reproducibilni (obecné platny)
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12 tumor types

jl Glioblastoma (GBM)

Lung adenocarcinoma

(LUAD)
Breast (BRCA)
Ovarian (OV)
Kidney (KIRC) ‘
4
Endometrial (UCEC)
Thematic
pathways

Platforms

Omics characterizations

~ Mutation

.. Copy number

Gene expression

DNA methylation
MicroRNA

RPPA

Clinical data

The Human Cancer Genome
Atlas (TCGA) projekt



Data z omics experimentu

Moderni vysocepokryvné molekularni technologie produkuji obrovske tabulky
komplexnich dat
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Data omics experimentu
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The Human Genome
Project

" Retézec genetickych kousk( v zdsadé obsahuje
dlouho hledana tajemstvi lidského vyvoje,
fyziologie a mediciny. V praxi je nase schopnost
transformovat tyto informace do porozuméni
Zalostné nedostatecna ".

The Genome International Sequencing Consortium,
”Initial sequencing and analysis of the human genome,”
Nature 409: 860-921 (2001)
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Hledani jehly v kupé
senar




Biologicka otazka .| Objevovani skupin? Nové skupiny Charakterizace novych

(hypotéza) "|  (Shlukovani) genu nebo vzorkd skupin
Dizajn experimentu - _ List genti
Porovnani skupin? s odliSnou expresi
(Testovani) mezi skupinami vzorkd

Provedeni experimentu
(hybridizace mikrocip0,
hmotnostni spektrometrie...)

Klasifika€ni pravidlo

4 Predikce skupin? wr ir o
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—
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Matice informaci o vzorcich
NxP
(napf. klinicka data v mediciné)

Interpretace Validace Publikace
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“Prijit za statistikem po dokonceni experimentu je casto to samé
jako poZzadat ho aby proved| posmrtné vysetreni. Moznd bude
schopen rict, na co experiment zemrel.”

(Ronald Fisher)



Proc jsou

g.ﬂ omicsova data

i : ,
oroblematicka?




Obsahuji mnozstvi Sumu (technicka i biologicka variabilita)

Nereprezentuji skutecné hodnoty (koncentrace, pocty) sledovanych molekul
Pochazeji z komplexnich technologii, které byvaji velice citlivé na vnéjsi vlivy
Jejich predzpracovani je narocné a vysoce specifické pro dany typ platformy
Pocet vzorkl je mnohem mensi nez pocet sledovanych proménnych.

Zkoumané promeénné jsou casto korelované a maji mezi sebou komplexni vztahy (geny, proteiny...)

Specifika dat z omics experimentu




... ale i analyza téchto dat

Z—~\ avytvareni omics
.@) biomarkerovych modelu
ma sva specifika!



Skandal na

Duke university

Severni Karolina, USA




2006 — Anil Potti, nadéjny vedec z Duke University publikuje
v Nature Medicine s kolegy ¢lanek o biomarkerech
rezistence na chemoterapeutika v onkologii.

Genomickeé signatury byly odvozeny z analyzy exprese
(mikrocCipy) senzitivnich a rezistentnich bunécnych linii,
vysledky validovany na pacientech.

Obrovsky ohlas, v roce 2006 clanek zarazen mezi
“The Top 6 Genetic Stories of 2006”




ARTICLES

namure,, .
medicine

Genomic signatures to guide the use of
chemotherapeutics

Anil Potti'2, Holly K Dressman®?, Andrea Bild!3, Richard F Riedel"? Gina Chan?, Robyn Sayer?,
Janiel Cragun", Hope Cottrill?, Michael ] Kelleyl, Rebecca Petersen, David Harpoles, Jeffrey Marks?,
Andrew Berchuck!®, Geoffrey S Ginsburg"?, Phillip Febbo' ™, Johnathan Lancaster® &

Joseph R Nevins'™

Using in vitro drug sensitivity data coupled with Affymetrix microarray data, we developed gene expression signatures that predict
sensitivity to individual chemotherapeutic drugs. Each signature was validated with response data from an independent set of cell

:/lwww.nature.com/naturem edicine




= 2006 — Biostatistici K. Coombes, J. Wang

and K.A. Baggerly se snazi o aplikaci
signatur na data vyzkumniku z jejich

univerzity, ovsem bez uspéchu.

Aktivné konzultuji s autory clanku.

Cim vice se nofi do dat, tim vice maji
pochybnosti o validité zavéru a
spravnosti samotnych dat!




2007 — Coombes a kol. publikuji v Nature Medicine dopis zpochybnujici Pottiho
vyzkum

(Coombes, Wang, Baggerly. Microarrays: retracing steps, Nature Medicine, 2007)

Reportuji tyto chyby:

tabulka se seznamem Autorsky SW (algoritmus),

vyznamnych gen( a jejich Model rezistence na doxacel ktery Potti boUSiva. bracuie s
sond obsahuje — podafilo se zreprodukovat va}lidaém’r?mi 3 tes';opvacirrjmi
oznaceni senzitivnich a systematickou chybu (posun pouze 31 z 50 genl datv spolené. Po korekei
rezistentnich bunécnych linii o poli¢ko) — geny nesedi se publikovanych v ¢lanku, tétz cFI')\ b 'so.u wsledk
nesedi! sondami, po korekci tabulky ostatnich 19 bylo zfejmé ) yoy JSou Vysiedky -
o, v 1z v v validace klasifikatort Spatné
se podafrilo reprodukovat pridano rucné “aby byla _ na validagnich datech
pouze 3 ze 7 seznamu a validace Uspésnd”

. . . témer rovné nahode.
vysledk( senzitivity




Mezitim vychazeji dalsi clanky:

Blood (2006), NEJM (2006), JCO (2007), Lancet Oncology
(2007), JAMA (2008), PLOS (2008), PNAS (2008), Clin Can Res

(2009)

V roce 2009 jiz 212 citaci, nekolik klinickych studii, stovky
lécenych pacientt

V roce 2010 — Anil Potti obvinén z falzifikace vysledku a
vysetrovan

Trva 4 roky a mnoho usili, nez jsou chyby uznany a ¢lanky
stazeny!




ANIL POTTI

CASHEROGRESSION

| Jury Pt JAN 29
2010 EEEt oa1E
AL N Potti resigns
LAWSUIT SEI

Patients in Potti's
([ [H W clinical trials file

a lawsuit against
B 201 pHoEC

10 START

Vice info: https://ori.nhs.gov/content/case-summary-potti-anil




Jak skandal zmeénil svet omics vyzkumu

Cervenec 2010 — feditel National Cancer
Institute (NCI) Harold Varmus obdrzel
dopis od vice nez 30 statistikl a
bioinformatikl, ve kterém vyjadrili své
obavy nad pouzitim nékolika testU
zalozenych na genové expresi, které se
pouzivali v jiz probihajicich klinickych
studiich na Duke University k predikci
odpovédi na chemoterapii.

V dusledku vznikla komise Institutu
mediciny (I0M), cilem které bylo sepsani
doporuceni pro vyvoj testl z
omicsovych studii



This PDF is available from The National Academies Press at http://www.nap.edu/catalog.php?record_id=13297

Evolution of Translational Omics: Lessons Learned and the
Path Forward

Christine M. Micheel, Sharly J. Nass, and Gilbert S. Omenn, Editors;

ISBN : : : B .
978-0-309-22418-5 Committee on the Review of Omics-Based Tests for Predicting Patient

Outcomes in Clinical Trials; Board on Health Care Services; Board on
300 pages Health Sciences Policy; Institute of Medicine

6x9
PAPERBACK (2012)

IOM (Institute of Medicine). 2012. Evolution of Translational Omics. Lessons Learned and the
Path Forward. Washington, DC: The National Academies Press.



IOM komise:
Specifika

testU
zalozenych na
omics




. ; Biologické zdUivodnéni testu s jednim analytem je ¢asto
Absence jasného zcela zfejmé: Test je uZitedny, protoZe gen, RNA, protein

biologického nebo metabolit hraje pochopitelnou roli v patologii
odivodneéni testl onemocneéni nebo jiném vysetrovaném biologickém

omics biomarkeru ATBEEE

PFiklady:

Testovani karcinomu prsu lidskym Méreni hladiny cholesterolu
epidermalnim rlstovym faktorem 2 lipoproteint s nizkou hustotou (LDL)
(HER2) pro hodnoceni srdec¢niho rizika




Absence
jasného
biologického
oduvodneni

testu omics
biomarkeru —
proc je to
probléem

Kdyz se neda test zalozeny na omics
viomarkerech biologicky oduvodnit,
jeoto dule2|teJS| ho spravné
VYTVORIT a poté spravné VALIDOVAT,
aby byla zajisténa vedecka
spolehlivost!

Z duvodu vyssiho rizika
,pretrénovani“ téchto testu je
potreba prisnych kritérii, validace a
odpovednosti jeste vyssi nez u
samostatnych testu zalozenych na
biomarkerech.



Problém (ne)
sdileni
komplexnich

datovych
souboru a
vypocetnich
modelu




Doporuceni IOM komise pro vyvoj testu zalozenych na omicsovych
datech

Discovery and Test Validation Stage Evaluation for Clinical Utility and Use Stage
Discovery Phase Test Validation Phase Three Potential Pathways (IRB Approval and FDA Consultation)
—— et e ) :
Candidate Test Developed IRBA.pprO\.IaI and P . / P.ro.spectl.ve Pro.SpeCtl.‘le
- Consultation with the FDA Retrospective Clinical Trial; Clinical Trial;
on Training Set, Followed B p .
Study with Test Does NOT Test Directs
by Lock-Down of All I R @ Direct Patient Patient
Computational Procedures Archived i el
_ | Specimens Management Management
inica nalytica Biological H
idati IDENeeded?
Confirmation of Candidate Test Validation Validation T
Omics-Based Test using: Method Using No No Yes
1. Anlindependent Blinded L
Sample SetIf Sample Set ¥ FDA Approval/Clearance or LDT Process for Clinical Test
Available (preferred); I N,y N N e E s : B
OR N Additional High Quality Evidence to Evaluate Clinical Utility of the Test
2. A subset of the E ———— ., } .................................. { ..... X 5 N + N
Training Set NOT Defined, Validated, and Locked Down Test \ : — :
Used During Training (Intended Use, Assay, Computational , Practice Guidelines and Reimbursement
(less preferred). Procedures, and InterpretationCriteria) || | [ oo s
Clinical Use




Biologicka otazka
(hypotéza)

Dizajn experimentu

Provedeni experimentu
(hybridizace mikrocip0,
hmotnostni spektrometrie...)

Jak se hleda
N matic zakladnich dat

p_Ote ncla | ni (jedna pro kazdy z N vzorku)
biomarker v ———

. Kontrola kvality
omics datech

Normalizace
Sumarizace

Finalni datova matice
N vzorku a K gent
(proteinu)

Matice informaci o vzorcich
NxP
(napf. klinicka data v mediciné)

Objevovani skupin?
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Nové skupiny

genu nebo vzorkd
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Interpretace
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—~—

Validace

Publikace




Uprava
omicsovych
dat do podoby,
kdy je mozna

derivace
biomarkeru
trva podstatne
dele nez u
jinych dat

Data obsahuji velké mnozstvi technického i
biologického Sumu, ktery je nutné odstranit

Protoze jedno spusténi pristroje obvykle neni
schopno analyzovat vSechny vzorky, vytvari se
nezadouci matouci efekty (efekty davky), které je
nutno odstranit

Technologie jsou velice nové (a vznikaji stale!) a
algoritmy pro optimalni zpracovani jejich dat se
vytvareji a testuji i 5-10 let - neexistuji zlaté
standardy a mnohé implementace jsou plné chyb






RISE OF THE RETRACTIONS

In the past decade, the number of retraction notices has shot up 10-fold (top), even as the literature
has expanded by only 44%. It is likely that only about half of all retractions are for researcher
misconduct (middle). Higher-impact journals have logged more retraction notices over the past decade,
but much of the increase during 2006-10 came from lower-impact journals (bottom).
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Number of retraction notices

Cell
Sci. USA
FASEB J.
J. Immunol.
J. Biol. Chem.
Tissue Eng.
Regen. Med.
Anesthesia

1

Phytother. Res.

— —
o o (@] w
_——

Anesthesiology _
Analgesia _

Res. Commun. [e—

Proc. Natl Acad. |«
Haematologica
J. Hazard. Mater.

O NATURE.COM

Read more about retractions:
go.nature.com/2uweok

Biochem. Biophys.

*Not shown: Acta Crystalfographica E saw 81 retractions during 2006-10.

Podil clanku stazenych
z tisku se zvysuje

Za analyzovanou dekadu vzrostl poCet ¢lanku pouze 0 44%,
pocet retrakci ¢lanku se zvysil desetinasobné!

Pouze 0.02% clanku je stazeno z tisku!

Van Noorden, R. (2011) Science publishing: The trouble with retractions. Nature. 2011 Oct 5;478(7367):26-8.



Duvody stazeni publikaci

Analyza 2,047 stazenych biomedicinskych a pfirodovédnych

500+ védeckych ¢lanku
A B FraudSuspected Fraud

400+ I Error Nejcastéjsi duvod: podvod (nebo podezieni z podvodu):

[ Plagiarism 43.4%
Duplicate Publication

g 3001 [ Dwp
£ 21.3% clanku bylo stazeno kvuli €estné chybé (honest
3 2004 error)

100+ Az 31.8% c¢lanku, které byly stazeny zlstali neoznaceny

04 I‘- “ " VétSina autorl své stazené cClanky stale cituje...

Adapted Figure 1 from Fang et al. (2012) Misconduct accounts for the majority of retracted scientific publications. PNAS 2012 Oct 16; 109(42):17028-17C



Research ethics

Retractions in the medical literature: how many
patients are put at risk by flawed research?

R Grant Steen

Bylo analyzovano 180 primarnich a 851 odvozenych klinickych studii, které
byly provedeny na zaklade vyzkumu ze stazenych publikaci.

U 180 primarnich studii bylo Iéeno 9189 pacientu (z vice nez 28 tisic)
U 851 odvozenych studii bylo I€€eno 70 501 pacientu (z vice nez 400 tisic)

Studie, které byly stazeny pro podvod, [éCily statisticky vyznamné vice pacientd,
nez studie, které byly stazeny pro chybu.



Biomarkery z

omicsovych
dat

= JSOu Casto komplexni:

e Slozené z vice charakteristik (vice gend,
proteina...)

e Bez jasné definovaného biologického
zdlivodnéni

= Pochazeji z dat:

e zatizenych vyznamnym technickym sumem z
raznych zdroju

e analyzovanych metodami, které nejsou
standardizované

e které jsou pouze korelované s mérenou
proménnou (napr. nejsou koncentrace ani pocty
molekul)

e které jsou komplexni a obtizné se sdileji




Co dal?

* \VV pribéhu semestru si ukazeme hlavni principy hledani jednotlivych
biomarkerl a na nich zalozenych modelu (testu), s dirazem na
reproducibilitu, robustnost a validaci

* \/Se budeme ilustrovat na konkrétnich prikladech z praxe
* Budete mit moznost konzultovat vlastni experimenty



