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ABSTRAKT

Karcinom prsu je nej¢astéjsi zhoubné nadorové onemocnéni zen, které je z hlediska progndzy
velice heterogenni. Casny karcinom prsu mé celkové vynikajici prognézu s dlouhodobym
preZitim pres 90%. V této skupiné se vsak vyskytuji pacientky s vysoce nepfiznivym vyvojem a
rizikem budouciho navratu nemoci. Vzhledem k u¢innym moznostem protinadorové lécby, je
hlavnim uUkolem spravného Iécebného rozhodovani urceni rizika relapsu zhoubného
onemocnéni. Ke stanoveni prognézy mame k dispozici markery klinické (velikost nadoru,
postizeni uzlin) a patologické (grade, ER, PgR, HER2 a Ki-67), vSechny vykazuji nizkou
individualni specificitu a senzitivitu. Molekularni testy zalozené na vicegenovém hodnoceni
DNA nebo RNA vykazuji vyssi senzitivitu a specificitu, ale jejich vzdjemna shoda je nizka.
Jednim z hlavnich smérd vyzkumu karcinomu prsu je hledani dostatecné specifickych a
senzitivnich prognostickych biomarker.

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

Nami predkladany projekt hodnotil expresi miR-155, miR-24, miR-181b a miR-19a v séru
pacientek s ¢asnym karcinomem prsu v zavislosti na rlznych fazich IéCby. VSechny miR
vykazovaly v dobé diagndzy vyznamné vyssi hodnoty exprese oproti zdravym kontrolam. Po
operacnim odstranéni nadoru a adjuvantni [écbé doslo k jejich poklesu a byla patrna tendence
k normalizaci hodnot exprese viech miR s rliznou dynamikou. Pacientky ve skupiné vysokého
rizika mély vyznamné vyssi expresi onkogennich miR v porovnani s pacientkami nizkého rizika
a vykazovaly opozdény a méné hluboky pokles jednotlivych miR po protinddorové [é¢bé. U
pacientek nizkého rizika dochazelo po onkologické l1é¢bé k normalizaci exprese mikroRNA, na
rozdil od pacientek vysokého rizika. Sérové hodnoty miR-155 a miR-24 vyznamné zlepSovaly
predikci pravdépodobnosti relapsu nemoci nezdvisle na ostatnich parametrech. Jediny
marker, ktery zptesfioval hodnoceni rizika relapsu spolu s miR-155 a miR-24, je exprese
proliferatniho indexu Ki-67>20%. V mutivariantni analyze jsme prokazali, Ze vliv
chemoterapie, radioterapie a hormonoterapie na zmény exprese miR-24, miR-155 a relapsy
onemocnéni nebyl signifikantni. Hodnoty miR-24 a miR-155 tak mohou predstavovat skutecny

nezavisly prognosticky biomarker.
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ABSTRACT

Breast cancer is the most frequent cancer in women and is prognostically very heterogeneous.
Early breast cancer has an excellent overall prognosis with long-term survival above 90%. In
this group we can also find patients with highly unfavourable progress with a risk of future
disease relapse. Due to effective anticancer treatment is a main task of precise clinical decision
to determine risk of an individual patient in the term of cancer relapse. We can use clinical
(tumor diameter, lymph nodes) and pathological markers (grade, ER, PgR, HER2, and Ki-67),
all of them have low individual sensitivity and specificity. Molecular tests based on multigene
DNA or RNA assays have higher sensitivity and specificity but their interrelated concordance
is low. One of the main scientific task is to find almost specific and sensitive prognostic
biomarkers.

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

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

expression of miR-24 and miR-155 could act as independent prognostic biomarkers.
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1. Vseobecny uvod

1.1 Karcinom prsu

1.1.1 Epidemiologie a diagnostika

Karcinom prsu je nejcastéjsi zhoubny nador u Zen a je zaroven nejc¢astéjsi pficinou umrti na
nadorova onemocnéni Zen. Jeho incidence byla v roce 2014 v Ceské republice 130/100 000
Zen, cozZ ro¢né predstavuje priblizné 7000 novych pripadl (obr. 1). Incidence vzrlsta s vékem,
s maximem mezi 6. a 7. deceniem, ale nevyhyba se ani Zenam do 40. roku Zivota, které tvofi
asi 5% z celkového poctu nadoru prsu. Incidence karcinomu prsu setrvale vzrista od 70. let
20. stoleti, v poslednich letech je pozorovatelné oplostovani strmosti vzestupu. Od zadatku
90. let narostl pocet zachytl ve stadiu I, které nyni tvofi kolem 50% vSech nové
diagnostikovanych nadora. Pokles incidence je pozorovatelny ve stadiu Il a lll, stadium IV je
relativné stabilni v poméru asi 10% vSech novych nador( prsu (obr. 2). NarUst klinického stadia
| je dan zavedenim screeningu karcinomu prsu a obecnou osvétou.

Mortalita vykazuje od roku 1995 stabilni hodnotu s mirnym poklesem v poslednich 5 letech. V
roce 2014 zemftelo na karcinom prsu 3000 Zen. Pravdépodobnost Umrti na karcinom prsu je
kolem 1 na 36 (3%) a je vyznamné zavisld na klinickém stadiu (obr. 3-6). Pokles celkové
mortality se vysvétluje vétsSim pomérem klinického stadia | v dobé diagndézy nadoru a
zlepsenim komplexni onkologické |écby casného karcinomu prsu. Klinické stadium IV je
definitivné nevylécitelné, vSechny postupy proto mifi k tomu, abychom efektivné branili jeho
vzniku z ¢asnych karcinomd.

Diagnostika karcinomu prsu je v soucasnosti moznd klinicky a zobrazovacimi metodami
pomoci mamografie, magnetické rezonance a ultrazvuku. Mamografie, kterd je standardem a
je uzivdna jako screeningovda metoda, vykazuje vysokou faleSnou pozitivitu i negativitu
(Kerlikowske K. et al., 2013). Magneticka rezonance je metoda s vyznamné vyssi specificitou a
senzitivitou, ale jeji rutinni pouZiti neni z hlediska redlné dostupnosti a ceny mozné.
Rezervujeme ji pro pacientky s vysokym dédiénym rizikem (nosicky mutace v BRCA 1/2) a
pacientky s nekonkluzivnimi nalezy na mamografii a ultrazvuku (Kilburn-Toppin F. et al., 2013).
Vzhledem k tomu, Ze preZiti a progndza pacientek s karcinomem prsu vyznamné zavisi na
velikosti nadoru a rozsahu postizeni lymfatickych uzlin, je jeho detekce v co nejcasnéjsim

stadiu zcela esencialni. Snaha o nalezeni novych senzitivnéjsich a specifictéjsich metod casné
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detekce, véetné téch molekularnich, je dulezitym faktorem, ktery muze zlepsit progndzu

pacientek s karcinomem prsu (De Abreu FB. et al., 2013).

Obr. 1: Incidence a mortalita karcinomu prsu (zdroj: www.svod.cz)
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Obr. 2: Zastoupeni jednotlivych klinickych stadii karcinomu prsu v dobé diagnézy (zdroj:

www.svod.cz)
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Obr. 3-6: Incidence a mortalita karcinomu prsu podle klinickych stadii v dobé diagnozy

(zdroj: www.svod.cz)
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V soucasnosti definujeme nékolik hlavnich smérQ vyzkumu, které mohou vést ke sniZeni
mortality na karcinom prsu. Jsou to 1) zlepSeni detekce nadoru v casnéjSich fazich a
identifikace vysoce rizikovych pacientek, 2) stanoveni prediktivnich biomarkert rezistence k
hormonalni terapii a anti-HER2 terapii, 3) stanoveni biomarkerd k odliseni subtypl a
Iécebnych mozZnosti trojité negativniho karcinomu prsu a 4) definice prognostickych

biomarkert a biomarkert ¢asné detekce metastatického onemocnéni.
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1.1.2 Rizikové faktory vzniku karcinomu prsu

Vétsina karcinomd prsu vznika spontanné, nakupenim nahodnych mutaci a epigenetickymi
vlivy, mezi geneticky podminéné patti 10%-15% nadorU. CeloZivotni riziko vzniku karcinomu
prsu je mezi 8%-12% podle populace. Hlavnimi rizikovymi faktory jsou Zenské pohlavi a vék,
riziko s vékem roste. Obecné lze rizikové faktory rozdélit na rodinné, Zivotniho stylu a
genetické. Nékteré jsou ovlivnitelné (uZivani hormon(, obezita, alkohol, kojeni), jiné nikoliv
(rodinnd anamnéza, genetické faktory, menarché, menopauza).

DuleZitym rizikovym faktorem je zvySena expozice k estrogennim hormonlm, které vedou ke
zvysené proliferaci mamarni tkané. Zvysend expozice estrogenim je spojena s casnou
menarché, pozdni menopauzou, nuliparitou, pozdnim vékem prvni gravidity, délkou kojeni a
uzivanim postmenopauzdlni hormonalni substituce. Vyznamné zvySené riziko pfi uZivani
hormonalni antikoncepce nebylo prokazdno, naopak antikoncepce predstavuje ochranny
faktor pro vznik karcinomu vajecnikd.

Mezi dalsi rizikové faktory patfi rodinnd a osobni anamnéza karcinomu prsu a vajecnika,
denzni prsni Zlaza, benigni prsni onemocnéni, anamnéza ozareni hrudniku v détském véku a
adolescenci, obezita, nedostatek pohybu a zvysené uzivani alkoholu.

Mezi geneticky podminéné faktory patfi mutace v celé fadé genl s rizné vyjadienym rizikem
- BRCA1 a BRCA2, PALB2, ATM, p53, CHEK2, PTEN, CDH1, STK11. Pacientky s geneticky
podminénymi karcinomy prsu maji zvysené riziko vzniku jiz od druhého decenia. Nejvyssi
riziko je u pacientek s mutacemiv genech BRCA1/2, proteiny produkované témito geny slouzi
k opravé dvouretézcovych zlomd DNA. Pti jejich chybéni dochazi k poruse oprav zlomd DNA a
zvysené genomové nestabilité vedoucim ke vzniku nadord. Mutace v genech BRCA1/2
predstavu;ji priblizné 20%-25% hereditarnich karcinoma prsu a 5%-10% vsech karcinom( prsu
(Easton DF. et al., 1999, Campeau PM. et al., 2008). Riziko vzniku karcinomu prsu pfi mutaci
BRCA1 vzrista na 55%-65% a BRCA2 na 45%-55% do 70 let véku (Antoniou A. et al., 2003,
Chen S. et al., 2007). Mezi geny ziskavajici pozornost z hlediska rizika vzniku karcinomu prsu
se v poslednich letech dostal tumor supresorovy gen PALB2. Gen PALB2 produkuje protein,
ktery spolupracuje s proteiny BRCA 1/2 pfi opravach dvouretézcovych zlomd DNA. Riziko
vzniku karcinomu prsu je u PALB2 mutace 33% do 70 let véku (Antoniou AC. et al., 2014).
Mutace v ostatnich genech zvysuji riziko vzniku karcinomu prsu pouze nevyznamné oproti

populacnimu prdméru (Walsh T. et al., 2006).
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1.1.3 Déleni karcinomu prsu

Karcinom prsu se déli do klinickych stadii podle TNM klasifikace, kterd rozliSuje zakladni
charakteristiky — T (tumor), N (uzliny) a M (metastazy) a kombinuje je do klinickych stadii s
vyznamné odliSnou progndézou (obr. 3-6). Aktualné je platna 7. klasifikace dle AJCC z roku 2010
(American Joint Committee on Cancer, www.cancerstaging.net) (tab. 1).

Casny karcinom prsu, ktery je predmétem predkladaného projektu, je definovany jako
“karcinom in situ nebo invazivni karcinom, lokalizovany v prsni Zldze a/nebo svodnych
lymfatickych uzlinach a zahrnuje klinicka stadia l, A, 11B, A"

(www.cancer.gov/publications/dictionaries/cancer-terms?cdrid=446564).

Tab. 1: Rozdéleni do klinickych stadii dle AJCC 7. edice 2010 (zdroj www.cancerstaging.net)

0 Tis NO MO 1A T0 N2 MO
IA T1 NO MO T1 N2 MO
IB T0 N1mi MO T2 N2 MO
T1 N1mi MO T3 N1 MO

A T0 N1 MO T3 N2 MO
T1 N1 MO 1B T4 NO MO

T2 NO MO T4 N1 MO

IIB T2 N1 MO T4 N2 MO
T3 NO MO nc jakékoli T N3 MO

v jakékoli T jakékoli N M1
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1.1.4 Prognostické markery

Karcinom prsu je velice heterogenni onemocnéni, morfologicky, molekuldrné, prognosticky a
|éCebné (Polyak K. et al., 2011). Progndza je urcena hlavné klinickym stadiem v dobé diagndzy,
molekuldrnimi a patogenetickymi charakteristikami onemocnéni, nddorovou heterogenitou a
efektivitou lééebnych modalit. MiZe se vyznamné lisit histopatologie nejenom mezi riznymi
pacientkami (interindividudlni heterogenita), ale také molekularni nalezy mezi primarnim
nadorem a metastazami, mezi riznymi lokalitami metastaz (intraindividualni heterogenita) a
v rdmci primarniho nddoru (intratumorovd heterogenita). Tato heterogenita je ddale
modifikovdna epigeneticky, stavem imunity a absolvovanou Iécbou.

Riziko relapsu onemocnéni nema konstantni pribéh v ¢ase, ale vykazuje dva vyrazné vrcholy,
které jsou patrné 1,5-2 roky od diagndzy a 5 let od diagndzy, poté se postupné snizuje (Jatoi I.
et al., 2005). Obecné plati, Ze nadory bez exprese HR maji tendenci relabovat ¢asnéji, mezi 2.-
3. rokem od diagndzy a nadory s expresi HR mezi 5.-10. rokem (Demicheli R. et al., 2010, Hague
R. etal., 2012).

Casny karcinom prsu ma jako celek vynikajici progndzu, nicméné v této skupiné existuji
pacientky s vysokym rizikem ndvratu nemoci. U pacientek s vysokym rizikem budouciho
relapsu onemocnéni je indikovana intenzivnéjsi protinddorova Iécba, zpravidla kombinovana
chemo(bio)terapie, pfed nebo pooperacné. Pacientky s nizkym rizikem navratu nemoci je
vhodné resit méné agresivni a méné intenzivni onkologickou protinadorovou lé¢bou. Snaha o
precizni urceni progndzy jednotlivych pacientek je vedena vysokou toxicitou cytostatik s
moznymi trvalymi nasledky. Co nejpresnéjsi stanoveni progndzy u konkrétni pacientky v dobé
zachytu onemocnéni, je tak jednim z hlavnich krok( ke skutecné individualizované |écbé
karcinomu prsu.

Prognostické markery Ize rozdélit do nékolika skupin s rlznou zavaznosti a silou - klinické,
histopatologické, biochemické a molekularni. Mezi klinické faktory patfi vék, stav menopauzy
a klinické stadium v dobé diagndzy. Mezi histopatologické zahrnujeme histologicky typ,
stupen diferenciace (grading), vaskularni, lymfatickou a perineuraini invazi, proliferacni
aktivitu, expresi ER, PgR a HER2 antigenu, resp. amplifikaci HER2/neu genu (Blows FM. et al.,
2010). Kombinace klinickych a histopatologickych prognostickych markerd urcuje rizikové
skupiny na jejichz zakladé jsou definovana lé¢ebna doporuceni (Coates AS. et al., 2015,
WWWw.nccn.org).

Klinické a histopatologické markery pfinaseji nezanedbatelna rizika pfi jejich prognostickém

hodnoceni, ktera je tfeba mit na paméti a kterd komplikuji individudlni rozhodovani. Jejich
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prognosticka sila je velice rozdilna, stejny marker mlze mit odliSnou prognostickou hodnotu
u riznych molekularnich subtypl karcinomu prsu a rozdilna je jejich nezavisla prognosticka
sila a vyznamnost v kombinacich (Harris L. et al., 2007).

V poslednich letech se, spolu s definovanim molekuldrnich subtypl karcinomu prsu, zacinaji
rozvijet molekuldrni prognostické a prediktivni metody, zatim jsou nejdale genomické
multigenové eseje. Jejich prognosticky vyznam zatim nedosahuje sily, kterd je nutnd pfi
individualizovaném planovani komplexni onkologické IéCby.

Shrnuto, dosavadni zndmé klinicko-patologické a molekularni markery jsou pouze castecné
nezavislé jeden na druhém a vyznamné selhavaji u konkrétnich pacientek a jejich senzitivita a
specificita jsou nizké (Viale G. et al., 2012, Schnitt SJ. et al., 2010). Pacientky s podobnymi
kombinacemi rizikovych faktor( vykazuji velice rozdilné 1é¢ebné vysledky a progndzu. Hledani
novych prognostickych a prediktivnich marker( s dostatecnou senzitivitou a specificitou je tak,

vedle hledani novych lé¢ebnych molekul, aktualné hlavnim smérem vyzkumu karcinomu prsu.

1.1.4.1 Klinické prognostické markery

Hlavni klinickou determinantou progndzy je klinické stadium v dobé diagndzy, to je definované
velikosti tumoru a postizenim svodnych lymfatickych uzlin.

Celkové 5leté prefiti karcinomu prsu ve stadiu | je kolem 87% (10ti leté preziti 78%-85%),
stadiu Il 68% (10ti leté preziti 52%-66%), stadiu Il 41% (10ti leté preZiti 28%-36%) a stadiu IV
10% (10ti leté preZiti 0%-7%) (Siegel RL. et al., 2016, DeSantis C. et al., 2014).

Velikost nadoru urcuje preZiti nezavisle na ostatnich parametrech, pacientek s nadory do 1 cm
prezivd 90%-95%, s nddory 2-3 cm preziva 65%. Riziko postiZzeni lymfatickych uzlin je u Tla-b
nadorl 5%-15%, T1lc 27%-39% a T2 a vice 29%-57% (Siegel RL. et al., 2016).

Desetileté preZiti pacientek s negativnimi lymfatickymi uzlinami (LU), nezdvisle na velikosti
nadoru, je kolem 75%. Prlimérné 5ti a 10ti leté preZiti pti N1 postiZeni je 62% a 38% a pfi N2
postiZeni je 32% a 13%. PreZiti pfi postizeni 1 LU se pfilis nelisi od preZiti pfi negativnich LU.
Pacientky s negativnimi LU a nddory Tla-b prezivaji bez recidivy 10 let v 91% a s nadory Tlc
preZivaji bez recidivy v 83% (DeSantis C. et al., 2014). Mikrometastazy v lymfatickych uzlinach
vykazuji preziti podobné jako pfi nepostizeni LU, proto je management pacientek feSen

podobné jako u negativnich LU.
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1.1.4.2 Histopatologické prognostické markery

Histopatologické prognostické markery predstavuji histologicky typ, grading, lymfaticka,
vaskularni a perineurdini propagace. Pomoci imunohistochemie se ddle stanovuje exprese
estrogenovych (ER) a progesteronovych receptorl (PgR) v jadre, proliferacni index Ki-67 a
HER2 receptor (Hammond ME. et al., 2011). HER2 pozitivita se dourcuje amplifikaci HER2/neu
genu pomoci in-situ hybridizace (FISH, CISH) (Wolff AC. et al.,, 2013). Kombinaci
histopatologickych marker( ziskame zakladni terapeuticky odlisitelné podskupiny — 1) trojité
negativni karcinom (TNBC) (ER, PgR a HER2 negativni), 2) ER/PgR pozitivni a 3) HER2 pozitivni.
Nejvice kontroverzi je pfi rozhodovani o protinddorové onkologické [écbé a jeji intenzité u
luminalnich nadorl (ER/PgR pozitivni, HER2 negativni), které z prognostického hlediska dale
rozliSujeme podle prolifera¢niho indexu Ki-67 (Cheang MCU. et al., 2009). Hodnota exprese
Ki-67 jako hranice mezi “luminal A” a “luminal B” je v soucasnosti 20%-29% (Coates AS. et al.,
2015). Podskupina luminal A ma progndzu vynikajici, zatimco luminal B odpovida prognosticky
spiSe HER2 pozitivnimu karcinomu. Intenzita 1é¢by a aplikace chemoterapie se u luminalnich
podtypl karcinomu prsu mezi riznymi zemémi vyznamné lisi (Coates AS. et al., 2012, Regan
MM. et al., 2008).

DuleZitym nezavislym histopatologickym prognostickym markerem je stupen diferenciace
nadoru. Stupen diferenciace je jednim ze zakladnich prognostickych marker(i uZzitych
napriklad v doporucenich St. Gallen Consensus Conference (Coates AS. et al., 2015). Pétileté
preZiti pacientek s nadory grade | je 90% oproti 53% u Zen s grade lll, desetileté preZiti u grade
| je 79% a grade 1l 25% (Rakha EA. et al., 2010, Schwartz AM. et al., 2014).

Mezi imunohistochemické prognostické markery zahrnujeme stanoveni exprese
hormonalnich receptorl (ER, PgR), proliferac¢niho indexu Ki-67 a HER2 receptoru.

Pozitivita hormondlnich receptor( je pfitomna priblizné u 60%-75% karcinomui prsu. Samotna
pozitivita jesté nepredikuje U¢innost hormonalni 1é¢by, kterd se lisi podle menopauzalniho
stavu, pokrocilosti nadoru, faze lécby, proliferacni aktivity a dalSich. Stejné jako u dalSich
imunohistochemickych metod je patrna vyrazna heterogenita exprese HR uvnitf nadoru, jejich
stanoveni je tak zatiZeno urcitou chybou. Prognosticky vykazuji pacientky s nadory s
pozitivitou HR lepsi preZiti a byva méné Casté postizeni lymfatickych uzlin (Prat A. et al., 2013,
Sestak I. et al., 2013). Pacientky s HR pozitivnimi nadory a postizenymi LU vykazuji lepsi preziti
neZ pacientky s HR negativnimi nadory a negativnimi LU. Pétileté prefZiti je kolem 74% u HR
pozitivnich a 55% u HR negativnich pacientek, inverzné to plati pro pravdépodobnost recidivy

(33% vs 56%) (Romain S. et al., 1995). Existuje korelace mezi pozitivitou HR a gradingem
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nadoru, nadory grade | byvaji HR pozitivni kolem 90% a nadory grade Ill kolem 50%. Negativita
HR také predpovidd vyssi proliferacni index Ki-67. Trojité negativni karcinomy jsou nadory s
vysoce nepfiznivou progndzou a vysokym rizikem relapsu nemoci. U téchto nador( nelze
vyuzit cilené modality 1é¢by, hormonalni nebo antiHER2. Aktuadlni vyzkum se zamérfuje na
definovani podskupin TNBC pomoci molekularnich metod, uréeni prevladajicich signalnich
cest udrzujicich nador a vyvoj specifické cilené terapie (Masuda H. et al., 2013, Lehmann BD.
etal.,, 2011).

Nalez onkogenu HER2/neu (c-erbB2) a jeho vyznamu v patogenezi, progndze a lééebném
ovlivnéni znamenal zadsadni prlilom v managementu karcinomu prsu. Produkt genu je
homologni s proteinem EGFR exprimovanym na nékterych burnkach karcinomu prsu, ktery
vytvari vazebné misto pro celou fadu rlstovych faktord (EGF, TGF). ZvySena exprese nebo
amplifikace HER2 byva ¢astéjsi u HR negativnich nadord, nador( s vyssi proliferacni aktivitou
a vyssim gradingem. Z toho vyplyva Castéjsi postizeni lymfatickych uzlin, kratsi interval preziti
bez progrese a nizsi celkové preziti. Zménu progndzy znamenalo zavedeni monoklondlnich
protilatek proti HER2 (trastuzumab, pertuzumab), které vyznamné zlepsuji preZiti pacientek s
¢asnym i pokrocilym karcinomem prsu.

Poslednim histopatologickym prognostickym markerem je proliferacni index Ki-67. Jeho
prognosticka sila je v multivariantnich analyzach nezavisla na ostatnich parametrech, exprese
Ki-67 predstavuje vyznamny nezdvisly prognosticky marker a vysoké hodnoty zvysuji riziko
recidivy a predikuji benefit cytotoxické chemoterapie (de Azambuja E. et al., 2007, Criscittielo
C. et al., 2014). Imunohistochemické stanoveni proliferacni aktivity pomoci Ki-67 je zatizené
vysokou variabilitou a chybovosti, uzitim rdznych metod a setl, intratumorovou
heterogenitou exprese a dalsSimi (Viale G. et al., 2008). Studie porovnavajici rizné vysoce
akreditované laboratore vykazovaly neshodu v hodnoceni exprese az ve 30%. Obtizné je také
stanoveni konkrétni hodnoty exprese urcujici vysoké riziko, protoZe ta vykazuje kontinualni
distribuci (Denkert C. et al., 2014). Analytické a preanalytické postupy stanoveni exprese Ki-
67 nejsou standardizované a porovnani hodnot exprese mezi riznymi laboratofemi neni
mozné, je snaha o jejich standardizaci, ale zatim bez vysledku (Polley MY. et al., 2013). RGzné
multiparametrické genomické eseje, uvedené v dalSim textu, obsahuji geny reflektujici
proliferacni aktivitu a prognostické informace plynouci z téchto molekuldrnich metod

vychazeji z veké casti praveé z proliferace.
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1.1.4.3 Biochemické markery

Mezi biochemické markery fadime CA 15-3 (Carbohydrate antigen 15-3) a CEA
(Carcinoembryonic antigen). Jejich predpovédni hodnota je nizka, vykazuji nizkou senzitivitu i
specificitu a vyuZitelnost u ¢asného karcinomu prsu je velice omezend. Hladina CA 15-3 byva
zvySena priblizné u 10% pacientek se stddiem | a 20% pacientek ve stadiu Il (Duffy MJ. et al.,
2010). Dalsi sérovy marker CEA vykazuje jesté nizsi senzitivitu a specificitu (Guadagni F. et al.,
2001). Hladiny CEA a CA 15-3 mohou byt faleSné zvysené 6-12 tydnl po zahdjeni
protinadorové terapie z dlvodu lékové indukované destrukce bunék (Duffy MJ. et al., 2010).
Vzhledem k nezndmému poloc¢asu CA 15-3 a CEA, neodpovidd monitorovani jejich hladin
dostatecné presné dynamice nemoci, efektu terapie a progndze (Wu SC. et al., 2010). Nizka
specificita je dokumentovana relativné ¢astou elevaci CEA a CA 15-3 u jinych malignit, ale i
béZnych zanétl a ostatnich komorbidit (Wang JH. et al., 2010). Soucasné postaveni CEA a CA
15-3 je v monitoraci metastatického karcinomu prsu, spolu s dalSimi klinickymi a

zobrazovacimi metodami (Harris L. et al., 2007).

1.1.4.4 Molekularni prognostické markery

Rozhodovani o adekvatni [écbé u ¢asného karcinomu prsu determinuji, vedle klinickych a
histopatologickych charakteristik, v poslednim desetileti molekuldrni prognostické markery
(Sotiriou T. et al., 2009). Multigenové prognostické eseje vychazeji z genomického profilovani,
které definovalo pét zakladnich podtypt karcinomu prsu — luminal A, luminal B, HER2, basal-
like a claudin-low (Sorlie T. et al., 2001, Eroles P. et al., 2011, Prat A. et al., 2011). Propojeni
genomickych a transkriptomickych metod sledujicich vliv aberaci v poctu kopii (somatic copy
number aberrations) v transkriptomu, umoznilo charakterizaci dokonce 10 molekuldrnich
podskupin (IntClusts 1-10) (Curtis C. et al., 2012, Dawson SJ. et al., 2013). Jednotlivé
molekuldrni subtypy se vyznamné lisi prognosticky a Ize z nich odvodit i citlivost k rlznym
typum lécby.

Zaklad multigenovych eseji tvofi geny estrogenové a progesteronové signalizace, geny
proliferace a dalsi genové klastry podle jejich vyznamu u karcinomu prsu (Bastien RR. et al.,
2012). Jejich vyznamné omezeni je v tom, Ze nékteré signifikantni klinicko-patologické faktory
(velikost tumoru, stav uzlin) nemaji molekularni genovy korelat a nejsou tak v genovych
esejich zahrnuté (Gyorffy B. et al., 2015). Druhym omezenim je to, Ze nebyly identifikovany
nové silné prognostické geny mimo estrogenovou signalizaci a proliferaci a pokud ano, tak s

pouze malou prognostickou silou. | pres uvedené limitace lze povazovat standardizované
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komplementarni informace ziskané z multigenovych prognostickych eseji za pozitivni pfinos
ke klinicko-patologickym prognostickym markerlim. Z hlediska konkrétniho pacienta neni
podstatné, do jaké molekuldrni podskupiny nador patfi, ale jakou ma progndzu a jaka lécba
bude nejefektivnéjsi z hlediska sniZeni rizika recidivy nadoru (Dowsett M. et al., 2013,
Eiermann W. et al., 2013). Multiparametrické molekuldrni prognostické testy jsou aktudlné
klinicky pouzitelné jako pomocny nastroj stanoveni indikace adjuvantni chemoterapie u ER
pozitivnich nddorl s maximalné 3 pozitivnimi LU. Testy Oncotype DX, MammaPrint, PAM-
50/ROR score, EndoPredict, Breast Cancer Index a Genomic grade index jsou vsechny
aplikovatelné pro stanoveni progndzy v prvnich 5 letech (Wolmark N. et al., 2014, Sestak I. et
al., 2015, Dubsky P. et al., 2013, Zhang Y. et al., 2013, Knauer M. et al., 2010, Nielsen T. et al.,
2014). Vyhoda Breast Cancer Index a EndoPredict je v predpovédi ¢asnych i pozdnich recidiv
nad 5 let (Sgroi DC. et al., 2013, Muller BM. et al., 2013). Jednim z omezeni, kterd komplikuji
hodnoceni rizika relapsu u jednotlivych pacientek je to, Zze pokud se aplikuje vice
multigenovych eseji na jeden vzorek, pfinaseji vyznamné diskordantni vysledky ve 20%-30% a

jejich shoda je tudiz mala (Kelly CM. et al., 2012, Ivamoto T. et al., 2011).

Jako optimalni se pro hodnoceni rizika relapsu jevi kombinace klinicko-patologickych markert
a molekularnich eseji (Hess KR. et al., 2011). V soucasnosti probihd nékolik rozsahlych
klinickych studii validujicich prognostickou silu multigenovych eseji, které mohou zménit

nahliZzeni na management ¢asného karcinomu prsu.

Vzhledem ke stdle se rozsifujicim znalostem o vzniku, vyvoji a udrZovani nadorovych
onemocnéni je dalsi budoucnost vénovana prognostickému a prediktivnimu vyznamu
hodnoceni imunitnich vlastnosti nador(i a organismu, RNA sekvenovani nové generace a

profilovani mikroRNA.
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1.2 MikroRNA

1.2.1 MikroRNA obecné

MikroRNA (miRNA, miR) patti do skupiny nekédujicich RNA (ncRNA), pficemz se odhaduje, ze
pfiblizné 98% savciho genomu je transkribovano do ncRNA (Mattick JS. et al., 2006). Mezi
nekddujici RNA patfi transferové RNA (tRNA), ribozomalni RNA (rRNA), malé nukleolarni RNA
(snoRNA), dlouhé nekdédujici RNA (IncRNA) a mikroRNA (miRNA) (Amorim M. et al., 2016).
Drive se povazovaly ncRNA za urcitou formu transkripéniho Sumu, ale vyzkum prokazal jejich
vyznamny vliv na kontrolu genové exprese na rtiznych trovnich, ncRNA hraji roli v bunécné
homeostaze a jejich deregulace vede k celé fadé onemocnéni, véetné nadorovych (Palmero
El. et al., 2011).

MikroRNA jsou endogenni, kratké, jednoretézcové RNA s délkou 18-25 nukleotid( (nt). MiRNA
jsou klicové regulatory celé rady biologickych proces plsobenim na genovou expresi na
posttranskripcni Urovni (Huntzinger E. et al., 2011). MiRNA jsou extrémné stabilni a mohou
soucasné regulovat stovky mRNA a protein( uvnitf bunék (Zhang B. et al., 2007, Lewis BP. et
al., 2005). Tento fakt je dan tim, Ze jednotlivé miR nepotiebuji k vazbé na mRNA uplnou
komplementaritu ve vazebné sekvenci, rozsah regulace jednotlivych cilovych gend je tak dan
aktualnim kontextem pfi kterém rizné bunécéné typy exprimuji miR (Di Leva G. et al., 2014). V

soucasnosti je znamo pres 2500 miR (www.mirbase.org) a vzhledem k tomu, Ze jednotlivda miR

ma desitky aZ stovky cilovych mRNA a jeden gen mze byt kontrolovan vice miR, ziskdme
obrovské mnoZstvi regulovanych ¢asti lidského genomu (Andorfer CA. et al., 2011). Odhaduje
se, ze pfiblizné 2/3 lidskych gent jsou pfimé cile mikroRNA (Friedman RC. et al., 2009). Diky

témto skutecnostem je biologicka role vétsSiny miR nezndma a ¢eka na své definovani.

MikroRNA hraji dileZitou roli v celé fadé bunécnych pochodd — bunécéném cyklu, diferenciaci,
proliferaci, invazivité, angiogenezi, apoptéze, migraci a odpovédi na stres (Hatfield SD. et al.,
2005, Croce CM. et al., 2005, Herranz H. et al., 2010, Rutnam ZJ. et al., 2012). VSechny tyto
role jsou patrné za fyziologickych podminek a vyznamné jsou i za patologickych stavi, véetné
kancerogeneze. Jejich roli v kancerogenezi podtrhuje to, Ze vice nez 50% mikroRNA je
lokalizovdno v oblastech genomu asociovanych s nddorovymi chorobami (Calin GA. et al.,
2004). Béhem kancerogeneze mohou vstupovat do regulace molekuldrnich signalnich cest
maligni transformace vlivem na onkogeny a tumor supresorové geny. Dale pUsobi na
nadorové kmenové bunky, epitelidiné-mezenchymalni tranzici a angiogenezu, coZ vse

podporuje rlst a metastazovani nadord (Chhabra R. et al., 2014, Sun X. et al., 2014, Zhang ZJ.
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et al., 2012, Schwarzenbacher D. et al., 2013).

Hlavni usili ve vyzkumu miR se soustfedi na urceni cilovych mRNA, protein( a signalnich cest,
cozZ predstavuje predpoklad stanoveni jejich vyznamu v patogenezi nemoci (Krek A. et al.,
2005, Ekimler S. et al.,, 2014). Predikce cile, resp. cilG, je primarné zaloZena na
komplementarité sekvenci mezi 5’UTR koncem zralé mikroRNA a 3’UTR cilovych genl (Martin
G. et al., 2007). K identifikaci kandidatnich cild miR byly sestaveny vypocetni algoritmy, které
odhaduji, na zdkladé hledani komplementarnich sekvenci, Ze kazda miR se mUZe vazat
priblizné na 200 cilovych gen( (Lewis BP. et al., 2005). Kazdy systém ma své vyhody a limitace,
které determinuji za jakych podminek a pfi jakém typu experimentu jsou vyuzitelné a
optimalni (Allmer J. et al., 2012). Mezi nejcastéji pouzivané metody k vlastni validaci cild miR
patii cDNA eseje a metody zaloZzené na RT-PCR. Vzhledem k tomu, Ze miR reguluji genovou
expresi prevdiné inhibici translace a méné degradaci mRNA, jsou tyto metody obtizné
pouzitelné pfi uréeni pfimych cild (Lim LP. et al., 2005, Wang XW. et al., 2006). Vedle
genomickych metod, lze vyhledavat cile miR také tim, Ze zjiStujeme zmény syntézy protein(

po pusobeni urcitych miR (proteomické techniky) (Wang X. et al., 2006).

MikroRNA jsou transportované extracelularné a diky extrémni stabilité a malé molekule jsou
detekovatelné v celé fadé télesnych tekutin, v€etné séra a plazmy (Wang F. et al., 2010, Roth
C. et al., 2010, Heneghan HM. et al., 2010). Diky srovnavacim studiim je zfejmé, Ze cirkulujici
miR odrdzeji intraceluldrni pochody, ale vedle toho také zrcadli déje v nadorovém
mikroprostfedi, imunitnim systému a dalSich procesech. V soucasnosti neni zcela zfejmé
nakolik jsou cirkulujici miR dUsledkem nemoci (nador, zanét a jiné) a nakolik zmény exprese
jednotlivych miR nemoci vyvolavaji, pravdépodobny je vliv obou efekti na expresi cirkulujicich
miR (Chevillet JR. et al., 2014). S ohledem na vyse uvedené mohou byt miR vyuZity jako
cirkulujici diagnostické, prognostické a prediktivni biomarkery a v budoucnosti i jako IéCiva
(Kosaka N. et al., 2010, Volinia S. et al., 2012, Shen J. et al., 2013, Ashby J. et al., 2014). Jejich
pouziti v kombinaci s klinicko-patologickymi a molekuldrnimi markery mize dale upfesrnovat
a individualizovat progndzu a predikovat Ucinnost terapie karcinomu prsu (Cava C. et al.,

2014).

| pfes odhaleni tisicovek mikroRNA, jejich cilG a signdlnich cest, jsou znalosti o jejich
prognostickém vyznamu a moZnostech monitorace nadorovych onemocnéni zatim omezené
(Kong YW. et al., 2012, Schwarzenbach H. et al., 2013, Hamam R. et al., 2017, Armand-Labit
V. etal., 2017).
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1.2.2 Vznik a mechanismus ucinku mikroRNA

MikroRNA jsou kratké, evoluéné konzervativni, nekdédujici RNA s délkou 18-25 nt, v
somatickych tkanich tvofi dominantni skupinu malych RNA (Ha M. et al., 2014). MiRNA jsou
prepisovany z jednotlivych genl za Ucasti vlastniho promotoru. MikroRNA jsou prepisovany
specifickym promotorem pomoci RNA polymerdzy Il do transkriptu nazyvaného primarni

mMiRNA (pri-miRNA) (obr. 7) (Winter J. et al., 2009).

Obr. 7: Vznik mikroRNA (zdroj Bertoli G. et al., 2015)
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Nékteré pri-miRNA jsou lokalizovany uvnitf intronG hostitelskych gen(, coZ podporuje to, Ze
transkripéni regulace biogenezy miR mize byt pod kontrolou promotor(i hostitelskych gen(
(Li SC. et al., 2007). Pro dalsi proces musi byt pri-miRNA rozpoznany Drosha ribonukledzou a
proteinem DGCR8 vazajicim dvojretézcovou RNA (Denli AM. et al., 2004). Zpracovanim pri-
miRNA vznikaji prekurzorové mikroRNA (pre-miRNA) o délce priblizné 70 nt, které jsou
nasledné exportovany z jadra do cytoplazmy pomoci exportinu 5 (XPO5) (Czech B. et al., 2011).
V cytoplazmé jsou pre-miRNA Stépeny enzymem Dicer | (RN4aza Ill) a vznikd dvouretézcovy
miRNA-miRNA’ duplex (Diederichs S. et al., 2007). Nasledné& jsou oba fetézce oddéleny, zralé
vodici miRNA jsou inkorporovany do RISC (RNA-induced silencing complex) a druhy fetézec
(miRNA") je degradovan nebo také zahrnut do RISC. RISC je tvofen miR, enzymem Dicer,

proteiny TARBP2 (transactivation-responsive RNA-binding protein 2) a AGO2 (Protein
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Argonaute-2). Zrald miRNA navadi AGO protein ke komplementarni sekvenci cilové mRNA a
potlacuje jeji expresi (Gregory Rl. et al., 2005).

Hlavni determinantou vazby mikroRNA na cilovou mRNA je 6-8 nukleotidova sekvence na
5’UTR konci miRNA, tzv. “seed sequence” (Czech B. et al., 2011). miRNA se mohou vazat na
kteroukoli ¢ast cilové mRNA, ale nejc¢astéji se vazi na 3’"UTR konec mRNA (Lytle JR. et al., 2007).
V zdvislosti na stupni homologie k 3'UTR cilové sekvenci zplsobuje mikroRNA pokles translace
nebo degradaci mRNA (Jackson RJ. et al., 2007). Stupenn komplementarity je vyznamny
prediktor efektu na cilovou mRNA, kdy ¢aste¢nd komplementarita vede k blokadé translace a
plnd komplementarita k degradaci mRNA. Tento odliSny vliv na genovou expresi je unikatni
pro miR a umoznuje jim velice precizné doladovat expresi genll. Diky této specifické roli
stanovily miR nové paradigma toho, jaké jsou dal$i moznosti regulace genové exprese (Hobert
O. et al., 2008).

Mimo uvedené mechanismy ucinku mohou miR ovliviiovat translaci mRNA modulaci proteind,
které slouZi k jeji blokadé. Dale mohou mikroRNA zvySovat syntézu ribozom a tim ovliviiovat
proteosyntézu nebo prekonat zastavu bunécného cyklu a aktivovat potlaceni cilovych gen
(Vasudevan S. et al., 2007). Vedle ovlivnéni translace mohou miR pUlsobit i epigeneticky,
deacetylaci nebo metylaci histond a remodelaci chromatinu (Chuang JC. et al., 2007).

Stejné jako ostatni nukleové kyseliny, podléhaji miRNA regulaci pomoci nekddujicich RNA
transkript(. Skupina ceRNA (competing endogenous RNA), které tvofi cirkularni RNA (ciRNA),
pseudogeny a IncRNA, predstavuji hlavni regulatory ucinku miRNA (Poliseno L. et al., 2010, Liu
XH. et al., 2014, Lasda E. et al., 2014).

Biosyntéza miR podléha stejnym kontrolnim mechanismidm jako syntéza jinych nukleovych
kyselin. Dysregulace miR mUze byt zplsobena epigeneticky (metylaci), modifikaci histonl a
zménami enzymu ovliviujicich biogenezu miR (Mulrane L. et al.,, 2013). Modifikace
koncentraci kooperujicich enzymi RISC komplexu (AGO2, DICER1, TARBP2) ovliviiuje kvalitu a
funkci miR a tim diagnostickou, prognostickou a prediktivni schopnost urcité miR. Napfiklad
nizké hladiny DICER1 jsou signifikantné asociované s kratSim prezitim bez znamek nemoci
(DFS) (Grelier G. et al., 2009). Sung a kol. popsali sedm SNP (single-nucleotide polymorphism)
variant genl kddujicich proteiny miR biogeneze, které signifikantné ovliviiovaly preziti

karcinomu prsu (Sung H. et al., 2012).
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1.2.3 Detekéni a normalizacni techniky stanoveni mikroRNA

Komplexni prehledy studia cirkulujicich mikroRNA pfinaseji zna¢né odlisSné vysledky meazi
jednotlivymi projekty (Jarry J. et al., 2014). Tyto rozdily mohou byt Castecné vysvétleny
metodologickymi rozdily, které postihuji vsechny kroky analyzy miR od odbéru vzork(i po
postanalytické kroky (Moldovan L. et al., 2014). V prehledech hodnoticich metodologii studii
je kladen dliraz na precizni a standardizovany odbér vzork(, jejich zpracovani a skladovani

(Khan J. et al., 2017, Glinge C. et al., 2017).

Extrakéni metody RNA predstavuji prvni krok analyzy a zahrnuji r(izné techniky pripravy
zaloZené na fenolové extrakci nebo pouZziti dalsSich RNA izolacnich postupl (Moldovan L. et al.,

2014). Jednotlivé metody se odlisuji rGznou ucinnosti (Ono S. et al., 2015, Li P. et al., 2017).

Pro vlastni detekci mikroRNA Ize pouZit celou fadu molekuldrné biologickych metod (tab. 2).
Z nizkokapacitnich metod je standardizované stanoveni pomoci northern blottingu, avsak jeho
nevyhodou je detekce malého poc¢tu mikroRNA (Varallyay E. et al., 2008). Z vysokokapacitnich
metod Ize pouZit oligonukleotidovou miRNA microarray nebo reverzni kvantitativni PCR (RT-
gPCR) (Balcells I. et al., 2011). Vyhodou microarray technik je mozZnost soucasné analyzy
stovek mikroRNA (genome-wide) ve velkém mnozZstvi vzorkd. Nevyhodou je malé dynamické
rozpéti, neschopnost detekovat nové neanotované miR a potieba velkého mnoZstvi
analyzovaného vzorku. RT-qPCR je nejcastéji uzivana detekcni metoda kvili jednoduchosti,
rychlosti, senzitivité, specificnosti a reprodukovatelnosti. Vyhodou je ddle to, Ze pro analyzu
postaci pouze malé mnoZstvi RNA. Nevyhodou je, v porovnani s metodami microarray a NGS,
Ze nemUZe byt pouZita pro vysokokapacitni profilovani. RT-qPCR dnes predstavuje urcity
standard validac¢ni techniky pro vysledky profilovani, které ziskdme pomoci microarray nebo
NGS (Ono S. et al., 2015). Integraci ziskanych mikroRNA dat s daty ziskanymi analyzou exprese
mRNA muZeme objevovat nové genové interakce. Mezi dalsi techniky patfi prdtokova
cytometrie a in-situ hybridizace, jejichz limitaci je pouZiti pouze u znamych miR (Li W. et al.,
2009). Metody sekvenovani nové generace (NGS) predstavuji dalSi moZnost objevovani
novych a konfirmaci znamych mikroRNA (Wu X. et al., 2012). NGS produkuje obrovské
mnozstvi dat, které je nutné zpracovat komplexnimi biostatistickymi ndstroji. Vzhledem
k vyhoddm a limitacim jednotlivych metod, je jejich volba zavisla na hodnoceném materialu,
designu a zaméreni projektu, zkusenostech s danymi metodami, technickych a financnich

moznostech.
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Tab. 2: Srovnani detekénich metod mikroRNA

Detekéni metoda Kapacita Senzitivita Specificita
nothern blotting nizka nizka vysoka
microarray vysoka nizka nizka
pratokova cytometrie | vysoka stfedni vysoka
gRT-PCR vysoka vysoka vysoka
in-situ hybridizace nizka nizka nizka

NGS vysoka vysoka vysoka

Vedle rozdil( v analyzovaném materidlu, izolacnich a detekénich technikach, predstavuje
normalizace hrubych dat dalsi kriticky krok k odstranéni variability, kterd nesouvisi pfimo
s biologickou podstatou miR (Marabita F. et al., 2016, Occhipinti G. et al., 2016). V soucasnosti
neni Uplny konsenzus v normaliza¢ni strategii pro detekci cirkulujicich mikroRNA, ale Ize
definovat nékteré doporucené postupy (Farina NH. et al., 2014, www.gene-quantification.de).
Normaliza¢ni technikou pro kvantitativni RT-PCR je uZiti vnitfnich kontrol, jakymi jsou
napriklad referencni miR (miR-16, let-7a) nebo nékteré dalsi malé nekdédujici RNA (snoRNA),
napr. RNU6. Problémem uZiti miR-16 je to, Ze neni vidy konzistentné exprimovana u pfipad
a kontrol a je citlivd k hemolyze (McDonald JS. et al., 2011). Na rozdil od bunécnych RNA
analyzovanych pfimo v nddorové tkani, nemusi byt geny jako snoRNA U6 v séru konzistentné
detekovatelné. Idealni endogenni kontrola by méla mit stabilni expresi, podobnou stabilitu,
extrakéni a kvantifikacni vysledky (Pelder HJ. et al., 2008). Jinou moznosti normalizace je
vyuziti syntetickych mikroRNA (napf. cel-miR-39), nevyhodou je jejich mala stabilita oproti
endogennim miR (Creemers EE. et al., 2012). UZiti vice referencnich miR najednou je
doporucované ke zlepSeni presnosti a zmirnéni chyb v mozné variabilité zvolenych miR
(Schwarzenbach H. et al., 2015). Zajimava data prinesla studie Hu Z a kol., kde kombinace miR-
484 a miR-191 fungovala optimalné jako endogenni kontrola pro vétSinu diagnostikovanych
nadord (Hu Z. et al., 2012). Obecné se pro normalizaci doporucuje pouZzit kontrolni molekuly
ze stejné skupiny RNA vzhledem k totoznym fyzikdlné-chemickym vlastnostem

(Vandesompele J. et al., 2002).
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1.2.4 Mechanismy uvolnéni mikroRNA do cirkulace

Spolu s objevem tkanovych mikroRNA bylo zjisténo, Ze jejich detekce je mozind ve vSech
télesnych tekutinach v rliznych koncentracich. Pfitomnost miR v cirkulaci reflektuje mnozstvi
lyzovanych ndadorovych bunék, ale i dalSich bunék v mikroprostfedi nadoru, mnozstvi
nenadorovych bunék exprimujicich a secernujicich konkrétni miR a kone¢né mnozstvi bunék,
které odpovidaji imunitnim a dalSim fyziologickym reakcim proti nadoru. Idealné by pro uZziti
miR jako biomarkeru mély koncentrace v cirkulaci odpovidat tém, které jsou syntetizovany a
uvoliovany nadorovou tkani. BEhem studia miR byly porovndvané profily miR v nadorovych
tkanich a krvi, které prokazaly shodu v detekci jednotlivych mikroRNA a jejich setl (Taylor DD.
et al., 2008, Ohshima K. et al., 2010). Z hlediska analyzy krve se detekuje vyssi koncentrace
miR v séru oproti plazmé, co? je patrné disledkem uvolnéni miR z krevnich bunék pfi srazeni
krve (Wang K. et al., 2012, McDonald JS. et al., 2011). Sérum je v porovnani s plazmou méné

nachylné k hemolyze a vzorky se zjevnou hemolyzou by nemély byt pro analyzu pouzity.

V krvi jsou cirkulujici miR pfitomné v rliznych podobach, nejcastéji jako extracelularni vezikuly
— mikrovezikuly, exosomy nebo apoptoticka téliska (Gallo A. et al., 2012, Chevillet JR. et al.,
2014). Dale mohou byt v komplexu s RNA vazebnymi proteiny (AGO2, nucleophosmin) a
inkorporované do HDL (Turchinovich A. et al., 2011, Wang K. et al., 2010, Vickers KC. et al.,
2011). Exosomy, vedle transportni funkce, umoznuji vyzravani miR zjejich prekurzort
nezavisle na rodicovskych burikdch (Melo SA. et al., 2014). Tato schopnost je mozna diky
pritomnosti komponent RISC komplexu a dalSich proteinli v exosomech. Exosomy tak mohou
rychle a efektivné ovliviiovat transkripci v cilovych burikach. V rlznych publikacich se odlisuje
pomér zastoupeni cirkulujicich miR v jednotlivych formach, souvislost Ize nalézt v rGznych
extrakénich a detekénich metodach, ale i v preanalytické fazi (odbér a zpracovani krve).
Kompletni mechanismus regulace uvolnéni miR do cirkulace neni zcela zndm. Jako mozné se
jevi RAB proteiny, které reguluji intraceluldrni transport vezikul, nebo ceramidy (Colombo M.
et al., 2014, Kosaka N. et al., 2010b). miR mohou byt uvolnéné pasivné béhem patologickych
stavl (nekrdza, apoptdza, zanét) nebo aktivné a selektivné, pfipadné jako kombinace obojiho.
Exosomalné lokalizované miR se uvoliuji do cirkulace aktivné a vysoce selektivné
regulovanym procesem (Cheng G. et al., 2015). Presto se profily exosomalnich a bunécénych
miR ponékud odlisuji, prevazina vétsina miR je v exosomech exprimovana méné nez v burkach

(Pigati L. et al., 2010, Zhong S. et al., 2016).
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Cirkulujici miR hraji v organismu dulezité funkce, vedle pasivni role biomarker(, predstavuji
zprostredkovatele mezibunécné a meziorganové komunikace (Kosaka N. et al., 2010a, Larrea
E.etal.,2016). Mohou pUlsobit jako parakrinni signalni molekuly, ale i systémové, endokrinnim
zplUsobem. Mezi podporujici diikazy patfi to, Ze jsou selektivné uvolfiovany do cirkulace, jsou
chranéné pred RNazami pomoci lipoproteini nebo mikrovezikul a cirkulujici miR mohou
ovliviiovat genovou expresi v cilovych bufkdch a podporovat jejich funkéni zmény
(Turchinovich A. et al., 2011). Mechanismus internalizace extracelularnich miR mdze probihat
pomoci endocytdzy, fagocytdzy, fuzi vezikul s plazmatickou membranou a vychytdvanim
komplexu miR-AGO2 bunécnymi povrchovymi receptory (Matsuda A. et al., 2016). Vzhledem
k uvedenym skutecnostem reflektuji cirkulujici miR homeostatické odpovédi organismu na
rtzné patologické situace, véetné nadorového onemocnéni. Zmény jejich mnozstvi a slozeni
v krvi odpovidaji zméndm na lokalni a celkové arovni, véetné perzistence nebo progrese

nadoru.

Pritomnost mikroRNA v télesnych tekutindch predstavuje moznost jejich vyuZziti jako relativné
snadno dosaZitelného biomarkeru s diagnostickym, prognostickym a prediktivnim
potencialem. V éfe personalizované mediciny jsou neinvazivni cirkulujici biomarkery
k dynamickému hodnoceni patologie nemoci a jejiho vyvoje vysoce zddané, vzhledem k tomu,
Ze opakované biopsie nadoru nebo metastdz nejsou bezpecné, pripadné technicky mozné.
Rychly a neinvazivni vhled do molekuldrniho profilu nddorového onemocnéni a jeho
dynamickych zmén predstavuje jeden z dllezitych smérd soucasného vyzkumu v onkologii.
Studium cilené na vyuziti miR jako tekuté biopsie (liquid biopsy) je v poslednich letech na
vzestupu a pfibyva cela rfada publikaci transla¢niho vyzkumu hodnoticich jejich vyuZitelnost.
V dal$im textu budou cirkulujici mikroRNA jako biomarkery diskutovdny, vcetné limitaci a

komplikaci pfi jejich vyuziti.

1.2.5 Vyzvy a limitace klinického vyzkumu a vyuziti mikroRNA

Hlavni pfekdzkou pfenosu studia mikroRNA z bazalniho a transla¢niho vyzkumu do klinického
vyuziti jsou nekonzistentni vysledky mezi publikacemi, postradajici dostate¢nou signifikanci a
s mnoha protichdnymi daty o vyznamu exprese jednotlivych miR a jejich setl. Jednim
z dlivod( nizké reprodukovatelnosti je velice malo studii vedenych multiinstitucionalné a s
nedostate¢né nadimenzovanymi kohortami. DalSim faktorem je vysoka interindividudlni
variabilita v expresi mikroRNA ve zdravi a u jednotlivych onemocnéni, véetné nadorovych

(Margue C. et al.,, 2015, Larrea E. et al., 2016). Rozdily mezi publikacemi jsou v hodnoceni
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rozdilnych tkani a tekutin, pouzitych extrakénich metodach, rliznych kontrolach, platformach
pro stanoveni miR (microarray, PCR, NGS), normalizacnich technikdich a metodach

statistického hodnoceni.

Prvnim faktorem, ktery ovliviiuje dosaZzené vysledky, jsou rozdily v designhu experimentu a
pacientskych charakteristikdch. Pacientské soubory se lisi vékem, etnikem, stadiem nadoru,
histologiemi, molekularnimi podtypy a absolvovanou lécbou (Jarry J. et al., 2014). Z hlediska
experimentalniho designu se odliSuje velikost kohort, zahrnuti zdravych kontrol, jsou rGzné
tréninkové a validacni sety a jejich uZiti, jsou aplikovany rizné statistické metody (De Cecco L.
et al., 2013). VSechny tyto faktory ovliviuji statistické zpracovani a jeho silu. Studie s miR by
se mély vyhnout malym kohortam, nevhodnému experimentalnimu designu a méli bychom

dobfre volit statistické metody (Dobbin KK. et al., 2014).

Sbér a zpracovani krve predstavuji dalsi kriticky bod v rozdilech mezi studiemi cirkulujicich
mikroRNA. V prvni fadé mize dojit ke kontaminaci miR v misté venepunkce z okolnich tkani,
kterymi jehla prochazi. OdlisSny ¢as mezi odbérem a zpracovanim krve vede k lyze krve a
bunécéné kontaminaci vzorkd, které dale prohlubuji rozdily mezi vzorky (Witwer KW. et al.,
2013, McDonald JS. et al., 2011). Samoziejmé i druh antikoagulans pfi odbéru plazmy
ovliviiuje detekcni technologie, pti aplikaci RT-gPCR bychom neméli pouZivat heparinové
odbérové zkumavky (Al-Soud WA. et al., 2001). DalSim zdrojem rozdila je vlastni volba
vychoziho materidlu, zda je vhodnéjsi sérum nebo plazma a dale zda extrahovat jednotlivé

exosomy nebo zpracovat celé sérum/plazmu (Cheng HH. et al., 2013).

Dalsi problémy interpretace a davody rozdill mezi expresi mikroRNA mezi rdznymi
publikacemi jsou analytického charakteru. Tyka se to zejména purifikacnich metod, které
mohou ovliviiovat malé molekuly RNA pfitomné v nizkych koncentracich ve vzorcich (Kim YK.
et al., 2012). Dale, jak jiz bylo kratce zminéno vyse, je vyznamné jaké pouzijeme kontroly a
normalizace, cela rada referencnich genl ztkanovych studii neni pfitomna v cirkulaci
zdlvodu jejich degradace (McDermott AM. et al.,, 2013). Konecné hraje dileZitou roli
v analytickém hodnoceni vlastni pouZzitd metoda k méreni cirkulujici mikroRNA, mnohé studie
a publikace se lisi v pouzitych platformach (Watson AK. et al., 2012). Volba detekéni metody
by méla vychazet z vychoziho materialu, typu projektu, experimentdlniho designu (detekce

novych miR, validace zndmych) a zkusenosti s metodou (Larrea E. et al., 2016).

Molekularni aberace interferujici s biogenezou miR, jejim exportem a zranim, ovliviiuji hladiny

a biologické funkce zralé miR (Kita Y. et al., 2014). Vétsina detekénich metod se zamétuje na
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analyzu zralych miR, protozZe nejlépe koreluji s jejich biologickymi funkcemi, Ziji déle a jsou
rezistentnéjsi k nukledzdm oproti primarnimu miR transkriptu (pri-miRNA), pre-miR nebo

MRNA (Pritchard CC. et al., 2012).
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1.2.6 MikroRNA u karcinomu prsu

Prvni zminka o dysregulaci mikroRNA u nadorovych onemocnéni pochazi z roku 2002 a od té

doby predstavuje vyzkum mikroRNA jeden z dulezitych pokrok( k pochopeni nadorové

biologie. Mnoho praci demonstrovalo odliSnosti v expresi a obecné dysregulaci mikroRNA u

nadorl v porovnani se zdravymi tkanémi, véetné karcinomu prsu (Shah NR. et al., 2014, Zhang

ZJ)., Ma SL., 2012). Jejich role v kancerogenezi jsou Siroké, spoluvytvareji nddorové kmenové

bunky, ovliviiuji bunécny cyklus, apoptdzu, angiogenezu a podileji se na progresi karcinomu

prsu zvysenou invazivitou a schopnosti metastazovani (Serpico D. et al., 2014, Bertoli G. et al.,

2015, Goh JN. et al., 2016, Dvinge H. et al., 2013) (obr. 8).

Obr. 8: Hlavni patogenetické mechanismy a pisobeni miR u karcinomu prsu (zdroj Bertoli

G. et al., 2015)
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obr. 8: Cervené — cirkulujici, kurziva — prognosticky vyznam, podtriené -

multifunkéni miR, oznacené hvézdickou - prediktivni vyznam, Sipky oznacuji expresi (zvysena,

snizena)
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MikroRNA plsobi u karcinomu prsu podle vlivu na bunécnou proliferaci jako onkogeny
(onkomiR) nebo tumor supresorové miR (Tang J. et al., 2012, Ahmad A. et al., 2011, Baffa R.
etal., 2009, O’Day E. et al., 2010). OnkomiR potlacuji expresi tumor supresorovych gent a jsou
u karcinomu prsu zvySené exprimované. Tumor supresorové miR zaméruji svlj ucinek na
onkogeny a jsou zpravidla snizené exprimované (Zhang B. et al., 2007, Corsini LR. et al., 2012,
Bertoli G. et al., 2015). Vzhledem k tomu, Ze globalné jsou miR u nadord snizené exprimované
je predpoklad, Ze vétsina miR pUsobi jako nadorové supresory. Rozdéleni na onkomiR a tumor
supresorové miR je pouze orientacni, protoZe celd fada miR funguje dudlnim zptsobem, podle
druhu nadoru, bunécnych vlastnosti a fdze kancerogeneze (Kasinski Al. et al.,, 2011,
Keklikoglou I. et al., 2012, Sempere LF. et al., 2007). Exprese miR mUze byt také odlisna béhem
progrese nadorové choroby od prekancerdz, neinvazivnich nador(, pres ¢asné nadory az po
ty ve stadiu metastazovani (Ma L. et al., 2007, Volinia S. et al., 2012). R(zna Uroven exprese,
podle faze kancerogeneze a pokrocilosti naddorového onemocnéni, predstavuje jeden z
dlvodu rozdilnych vysledkd v publikacich vénovanych miR z hlediska jejich diagnostického,

prognostického a prediktivniho potencidlu.
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1.2.6.1 Pusobeni mikroRNA na jednotlivé stupné patogeneze karcinomu prsu

Kancerogeneze je tvorena celou fadou na sebe navazujicich krok(. Jeji podstatou je nakupeni
nahodnych mutaci genomové DNA, které transformované populaci bunék umozni excesivni
déleni, preziti za energeticky nevyhodnych podminek a ziskani vlastnosti invazivity a
metastazovani. Hlavni kroky obecné pfijimané teorie kancerogeneze vychazejici z nddorovych
kmenovych ¢i progenitorovych bunék byly formulovany Hanahanem a Weinbergem (Hanahan
D., Weinberg RA., 2011). V nasledujicich odstavcich budou hlavni kroky kancerogenezy

popsany s dirazem na role mikroRNA.

Jednim z vyznamnych pokrokd bazalniho a transla¢niho vyzkumu nadorovych onemocnéni byl
objev nadorovych kmenovych bunék (CSC). Jedna se o velmi malou populaci bunék s
fenotypickymi znaky blizkymi fyziologickym kmenovym burikdm, které jsou schopné iniciovat
nadorovy proces a svymi unikatnimi vlastnostmi umoznit jeho udrzeni, rozvoj, recidivy a
metastazovani (Valent P. et al.,, 2012). Podle soucasnych znalosti jsou CSC hlavni nador-
inicia¢ni buriky s vlastnostmi sebeobnovy, pluripotence, vysokym tumorigennim potencidlem,
schopné preziti v hypoxickych podminkach a s vysokou rezistenci k protinddorové [éché
(Creighton CJ. et al., 2009). Nadory spatné diferencované vykazuji vyssi obsah CSC nezZ nadory
dobre diferencované, coz ddle podporuje vztah mezi stupném malignity a mnozstvim CSC
(Pece S. et al., 2010). Zasoba CSC je spojena s agresivitou a negativni progndzou u karcinomu
prsu a hraje vyznamnou roli v rezistenci k protinadorové terapii. Nadorové kmenové buriky
unikaji bézné kontrole bunécného cyklu a apoptdzy. Nadorové kmenové bunky vykazuji
vysokou schopnost prezit v hypoxickych podminkach, které pfimo generuje rychly rist nddoru
a poruseny prltok krve (Liu S. et al., 2014). Nadory s hypoxickym mikroprostfedim vykazuji
agresivni fenotyp, vétsi tendenci k metastazovani, zvySenou odolnost k chemo a radioterapii

a celkové horsi prognézu (Li Z. et al., 2010).

MikroRNA ovliviiuji kmenovy potencial nddorovych kmenovych bunék a predstavuji
regulatory jejich diferenciace, kontroly sebeobnovy, pluripotence a bunécné smrti
(Sheherbata HR. et al., 2006, Polytarchou C. et al., 2012, Visvader JE. et al., 2014, Garofalo M.
et al., 2010) (obr. 9).
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Obr. 9: Vliv jednotlivych miR na nadorové kmenové buriky (zdroj Fan X. et al., 2017)

Nadorové kmenové bunky exprimuji specifické znaky miR a specifické miR reguluji a jsou
regulovany klicovymi geny kmenovych bunék (Houbaviy HB. et al., 2003, Marson A. et al.,
2008). Prvnim, kdo identifikoval a izoloval nadorové kmenové buriky u karcinomu prsu byli Al-
Hajj a kol., ktefi popsali linii CD44*/CD247°% (Al-Hajj M. et al., 2003). Nasledné Yu a kol.
dokumentovali, Ze miR let-7 je jednim z hlavnich regulator( sebeobnovy a metastazovani CSC
u karcinomu prsu (Yu F. et al., 2007). Jejich prace prokazala snizenou expresi let-7 v CSC a
vyznam let-7 v inhibici a dediferenciaci bunék karcinomu prsu pfimym vlivem na geny kddujici
RAS a HMGA?2 (Yu F. et al., 2007). Schopnost sebeobnovy CSC je u karcinomu prsu davana do
souvislosti se signalni cestou Hedgehog a ovlivnénim Bmi-1 (Liu S. et al., 2006). Z mikroRNA
snizujicich schopnost sebeobnovy CSC cestou Bmi-1 lze uvést miR-200c, ktera byva u
karcinomu prsu snizené exprimovana (Shimono Y. et al., 2009). miR-30 ovliviiuje schopnost
sebeobnovy CSC karcinomu prsu snizenim Ubc9 (Ubiquitin-conjugating enzyme 9) s dalsim
vlivem na expresi proteinti SUMO (Small ubiquitin-related modifier) a Oct4 (Octamer-binding
transcription factor 4) (Yu F. et al., 2010). Integriny predstavuji dalsi cil mikroRNA a zaroven
dullezité faktory sebeobnovy CSC, miR-30 pfimo ovliviiuje funkci Integrinu beta3 (Pontier SM.

et al., 2009).
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Apoptdza a jeji mechanismy jsou v soucasnosti pomérné dobre vysvétleny a popsany. Je
délena na extrinzickou a intrinzickou cestu. Extrinzicka cesta je spousténa tzv. death receptory
z rodiny TNF (TNFR1, TRAIL, CD95) a jejich ligandy a vyznamnou roli zde hraje prokaspaza 8,
aktivovand FADD na kaspdzu 8. Kaspdza 8 patfi spolu s kaspazami 2, 9 a 10 mezi iniciani
kaspazy, které aktivuji exekutivni kaspdzy 3, 6 a 7. Intrinzicka cesta je tfizena BCL-2 rodinou
s proapoptotickymi proteiny (BAX, BAK) a jejich senzitizéry (BAD, NOXA, Puma) a aktivatory
(BID, BIM) a antiapoptotickymi (BCL2, BCL-XL) zastupci. Proapoptotické proteiny fidi zvySenou
permeabilitu mitochondridlni membrany (MOMP — mitochondrial outer membrane
permeabilization). To zpUsobi uvolnéni cytochromu C s aktivaci APAF1 (Apoptotic protease
activating factor) s pfevodem prokaspdzy 9 na aktivni kaspazu 9. Déle se uvolfuji proteiny
SMAC a Omi, jejichZ hlavni funkci je neutralizace XIAP (X linked inhibitor of apoptosis protein)

a tim uvolnéni exekutivnich kaspaz z vazby a jejich aktivaci.

Obr. 10: Hlavni mechanismy apoptézy s plisobenim vybranych miR (podle Pileczki V, et al.,

2016)
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Vyzkum prokazal dileZitou roli mikroRNA v regulaci téchto signalnich cest. Skupina BCL-2

proteinll ma pro i antiapoptotické vlastnosti, byly detekovany miR s vlivem na tyto proteiny
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(Cimmino A. et al., 2005). Konkrétné se jedna o miR-21 (BCL-2), miR-145 (RTKN), miR-155
(FOX03a), mi-34a (p53) (Raver-Shapira N. et al., 2007, Si ML. et al., 2006, WangS. et al., 2009,
Kong W. et al., 2010). Integrin beta3 (ITGB3) je faktor, ktery atrahuje kaspazu 8 na bunécnou
membranu a aktivuje tak apoptdzu touto cestou, ITGB3 je primy cil miR-30 (Yu F. et al., 2010).
Vyzkum role miR v regulaci apoptdzy se rozsifuje a jsou publikovany dalsi miR regulujici geny

zodpovédné za apoptdzu (obr. 8,10).

Nadorové buriky jsou charakterizované deregulaci bunécné proliferace, ovlivnéni bunééného
cyklu je dalsim cilem pulsobeni mikroRNA. Podstatou fizeni bunééného cyklu je aktivita
jednotlivych komplexd cyklin( s cyklin dependentnimi kindzami (CDK - cyclin dependent

kinase) (obr. 11).

Obr. 11: Vliv jednotlivych miR na fizeni bunécného cyklu (zdroj: Frixa T. et al., 2015)
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Klastr miR-17-5p/miR-20a oslabuje aktivitu cyklinu D1, u karcinomu prsu je prokazana snizend
exprese miR-17-5p/miR-20a, tim mizi ovlivnéni cyklinu D1 a burka vstupuje do S faze

bunécného cyklu a je zvySena proliferace (Yu Z. et al., 2008). miR-27a je dalsi miR, ktera
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ovliviiuje cyklin D1 a cyklin B (Mertens-Talcott SU. et al., 2007). Dllezitym regulatorem
bunécného cyklu je transkripéni faktor E2F, miR-106b, miR-93 a miR-25 mohou zvySovat
fosforylaci Rb, ¢imzZ uvolni z vazby E2F a umozni jeho funkci (Brosh R. et al., 2008). miR-17-5p
ovliviiuje proliferaci cestou onkogenu AIB1 (amplified in breast cancer 1) a ten dale podporuje
transkripcni aktivitu ER (Hossain A. et al., 2006). Vazba mezi estrogenni signalizaci a mikroRNA
byla dale prokazana pro miR-206, miR-18a,b, miR-193b, miR-302c a miR-221/222 (Leivonen
SK. et al., 2009, Bhat-Nakshatri P. et al., 2009).

MikroRNA, vedle ovlivnéni iniciace a progrese karcinomu prsu vlivem na kmenové buriky,
uplatiiuji apoptdzu a bunécny cyklus nadorové transformovanych bunék a podileji se i na
modulaci jejich invazivity a metastazovani. Mezi hlavni patogenetické charakteristiky
invazivity a metastazovani epitelidlnich bunék patfi epitelidiné-mezenchymalni tranzice
(EMT), kterd umoznuje bunkam karcinomu prsu ziskat vlastnosti potfebné pro opusténi
primarniho naddoru, invazi do intersticidlniho stromatu, vstup do cirkulace a ndsledné uchyceni
ve vzdalenych tkanich. EMT je proces, pri kterém nadorové bunky ztraceji sviij epitelidlni
charakter, coz dokumentuje ztrata epitelidlnich marker( (E-cadherin) a zvySend exprese
mezenchymalnich markerd (N-cadherin, vimentin) (Mani SA. et al., 2008). Dochazi k poklesu
mezibunééné adhezivity a bunécné polarity a nddorové bunky ziskdvaji invazivni vlastnosti.
Jsou schopné uvolnéni z matefského nadoru, vstupuji do lymfatickych a krevnich cév, jsou
odolné k destrukci a putuji k cilovym organ(im, kde iniciuji vznik vzdalenych metastaz. Na EMT
se podili celd fada signalnich cest a jejich vzajemna komunikace, mezi hlavni patii Wnt,

Hedgehog, PI3K, NFkB, TGFb a Notch (Zhang J. et al., 2016).

Molekularni vazba mezi EMT a mikroRNA byla v literatufe popsana (Abba ML. et al., 2016, Hu
Y. et al., 2014). Recentni prehled znalosti o miR a EMT byl publikovan autory Zhao a kol. (Zhao
M. et al., 2017). V prehledu zminuji zakladni interakce mezi miR a signalnimi cestami
ovliviiujicimi EMT (obr. 12). miR-9 pfimo ovliviiuje CDH1, gen pro E-cadherin a zvysuje motilitu
a invazivitu bunék karcinomu prsu (Ma L. et al., 2010). Gregory a kol. dokumentovali snizenou
expresi miR-205, miR-200 a miR-429 u nadorovych bunék se zménami charakterizujicimi EMT
(Gregory PA. et al., 2008). Zvysena exprese miR-200 inhibuje EMT fenotyp indukovany cestou
TGFb pfimym vlivem na geny kddujici transkrip¢ni represor E-cadherinu ZEB1 a ZEB2 (zinc
finger E-box-binding homeobox 1 a 2) (Gregory PA. et al., 2008). Na druhou stranu ZEB1
potlacuje transkripci miR-141 a miR-200c, které jsou silné induktory epitelidlni diferenciace
(Burk U. et al., 2008). Martelo a kol. popsali vliv miR-103/107 na globalni sniZzeni exprese miR,
véetné miR-200, cilenim na geny kddujici Dicer s naslednym rozvojem EMT a metastatickym

fenotypem nadorovych bunék (Martello G. et al., 2010). miR-181b pat#i mezi induktory EMT
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cestou Snail ovlivnénim genu YWHAG kédujicim protein 14-3-3 gama (Yoo JO. et al., 2016).
Song a kol. popsali epigenetickou regulaci exprese miR-200 cestou miR-22 mediované suprese
rodiny TET1-3 (ten eleven translocation), ktera indukuje DNA demetylaci (Song SJ. et al.,
2013). Song a kol. tak poprvé zdokumentovali regulacni vliv rovnovahy mezi uritymi
mikroRNA, chromatinovym systémem a indukci EMT. miR-10b patfi mezi induktory EMT a jeji
ektopicka exprese cili na gen kédujici homeobox D10 a tim zvySuje regulaci gent rodiny RAS a
zvysSuje se invazivita a metastazovani. miR-155 pfimo ovliviiuje RhoA a zvySuje tak EMT cestou
TGFb/Smad4, nepfimo plsobi na EMT sniZzenou expresi E-cadherinu (Kong W. et al., 2008).
Tyto nalezy dokumentuji multifazicky vliv RhoA na EMT a to, Ze RhoA plsobi jako cil tumor
supresoru miR-31 a onkogenu miR-155. Mezi hlavni promotéry EMT patfi miR-10b, miR-21,
miR-155, miR-9, miR-29a, miR-181b-3p, miR-373 a miR-200 (Zhao M. et al., 2017). Mezi hlavni
inhibitory EMT patfi miR-34, miR-497, miR-125b, miR-206, miR-30a, miR-195, miR-143 (Zhao
M. et al., 2017). Jejich vycet neni a nemUzZe byt kompletni, protoze vyzkum objevuje dalsi

potencialni kandidatni miR se vztahem k EMT, invazi a metastazovani.

Obr. 12: Vliv jednotlivych miR na hlavni mechanismy patogeneze EMT (zdroj: Diaz-Lépez A.

et al., 2014)
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Metastazovani je zakladni vlastnost zhoubnych nadori a je pticinou umrti vétSiny pacienta.
Metastazovani predstavuje vicestupriovy komplexni proces zacinajici v primarnim nadoru s
iniciaci novotvorby cév, ztratou adhezivity nadorovych bunék, jejich uvolnénim, schopnosti
invazivity a mobilizace, cirkulaci v krvi a vstupem do vzddlenych tkani s naslednym vznikem
metastdz (Gupta GP. et al.,, 2006). V soucasnosti se odliSuji ctyfi zadkladni modely

metastatického procesu zahrnujici (Weigelt B. et al., 2005):

a) tradi¢ni model, kdy metastaticka kapacita je pozdni, ziskana vlastnost béhem tumorigeneze

b) model, kdy je schopnost metastazovat ¢asna, vrozena vlastnost tumoru

c) model, kdy je metastazovani mechanicky, ndhodny proces

d) model, kdy cirkulujici nadorova DNA vstupuje do vnimavych bunék ve vzdalenych organech.

Klinicka aplikace téchto modelld odpovida schopnosti detekovat a predpovidat budouci vznik
metastdz v dobé diagndzy ¢asného nddoru nebo pozdéji v dobé jejich rozvoje. Pfrenesené do
predkladané prace a tématu, zda monitorovani exprese vybranych mikroRNA muze vcas
upozornit na hrozici recidivy a metastdzovani. Hosseini a kol. prokazali schopnost ¢asnych
nadorovych lézi karcinomu uvolfovat do cirkulace nddorové buriky schopné zakladat
metastazy (Hosseini H. et al., 2016). Tyto diseminované nadorové burky predstavuji formu
minimalni rezidualni choroby a jejich detekce ma prognosticky vyznam (Klein CA. et al., 2009,
Schmidt-Kittler O. et al., 2003). Pfesna predpovéd progndzy v dobé diagndzy je dilezita pro
volbu intenzity peroperacni protinddorové Iécby k maximalizaci efektivity a minimalizaci
toxicity. Naproti tomu vcasna detekce metastaz béhem dispenzarizace je pfrilezitost pro
okamzité zahajeni protinddorové lécby, véetné cilené terapie. Pokud metastdzy zachytime v
dobé jejich ¢asného rozvoje, je potencidlni moznost trvalé eradikace nemoci (Polzer B. et al.,

2013).

Vyznam mikroRNA v metastatické kaskadé je mnohostranny (obr. 13). Ma a kol. popsali vliv
miR-10b na zvySenou invazivitu a metastazovani cestou genll kddujicich homeobox D10
(HOXD1) a naslednou zvysenou regulaci genl rodiny RAS (Ma L. et al., 2007). Naproti tomu
Tavazoie a kol. identifikovali miR-126, miR-206 a miR-335 jako supresory metastazovani, u
miR-335 cestou pfimé suprese genl kddujicich transkripéni faktor SOX4 a Tenascin C, ktery je
soucasti extracelularni matrix (Tavazoie SF. et al., 2008). Valastyan a kol. popsali snizenou
expresi miR-31 u metastatickych karcinom( prsu s potlacenim invazivity a metastazovani

vlivem na geny RHOA a ITGA5 (kddujici integrin 5 alfa) (Valastyan S. et al., 2009).
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Metaloproteindzy (MMP) degraduji extracelularni matrix (ECM) a umozZnuji zvysenou
invazivitu, jejich tkanové inhibitory (TIMP) jsou dalSim cilem rdznych mikroRNA. miR-21
snizuje expresi TIMP3 a zvysuje invazivitu bunék karcinomu prsu (Song B. et al., 2010). Mezi
dalsi cile miR-21 se vztahem k invazivité patfi tropomyozin 1 (TPM1), PDCD4 (programmed
cell death 4) a maspin, cestou ovlivnéni cytoskeletu a ECM (Zhu S. et al., 2008). miR-29b patfi
mezi mikroRNA potlacujici invazivitu a metastazovani inhibici prometastatickych regulatoru
spojenych s angiogenezou, remodelaci kolagenu a proteolyzou (Chou J. et al., 2013). Ryu a kol.
popsali, Ze miR-708 potlacuje migraci a metastazovani bunék karcinomu prsu supresi genu pro
neuronatin, protein endoplazmatického retikula regulujici hladiny intracelularniho kalcia (Ryu
S. etal., 2013). Nasledné dochazi k inaktivaci proteind asociovanych s migraci bunék, kinazami
SRK (signal-regulated kinase) a FAK (focal adhesion kinase) (Ryu S. et al., 2013). Zhou a kol.
dokumentovali vysoky metastaticky potencidl pri zvySené expresi miR-105, kterd rozrusuje
spoje mezi burikami (tight junctions) supresi proteinu Z0O-1, indukuje se tak zvySena cévni

permeabilita a metastaticka aktivita (Zhou W 2014).

Obr. 13: Vliv jednotlivych miR na invazivitu a metastazovani (zdroj: Fan X. et al., 2017)
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V neposledni fadé je metastazovani podminéné dostatecnym zasobovanim nadorovych bunék
kyslikem a Zivinami, jehoZ predpokladem je nadorova angiogeneze (Suarez Y. et al., 2009).
Jednim z hlavnich faktord signdlnich regulaci v hypoxickych podminkach je heteromerni
transkripcni faktor HIF (hypoxia inducible factor), jehoz aktivita podporuje nadorovou progresi
zvySenim exprese VEGF, glykolytickych enzym(, glukézovych transportérl a proteint
zvysujicich buné¢nou mobilitu a metastazovani a dale vlivem na CSC a EMT (Heddleston JM.
et al., 2010). Publikované studie napfiklad prokazaly sniZzenou expresi miR-126 u karcinomu

prsu a zvySenou aktivaci signdlni cesty VEGF (Zhu N. et al., 2011, Iva N. et al., 2010).

Rozvoj karcinomu prsu je komplexni vicestupriovy proces zahrnujici tti hlavni faze — iniciaci,
progresi a metastazovani. Tyto fdze jsou tvorené sekvencemi udalosti, z nichz mezi
nejvyznamné;jsi patfi zmény v apoptdze, bunééném cyklu a mobilité nddorovych bunék. Jak
bylo vyse uvedeno, mikroRNA predstavuji dileZité reguldtory téchto déji, byly popsany
desitky z nich s rGznym vlivem na jednotlivé faze patogeneze karcinomu prsu, presto nezname
role vétsiny z nich. To je, mimo jiné, zplsobené tim, Ze jedna miRNA mUZe ovliviiovat expresi
stovek genll a naopak jeden transkript mlze byt cilem vice miR (Krek A. et al., 2005). Zatim
jsou znalosti o tom, jak miR simultanné reguluji vice proteint a odhaleni vSech cilovych genl
s jejich funkcemi velice limitované. Jedna z dalSich cest porozuméni patogenezi karcinomu
prsu vede pres identifikaci cild jednotlivych mikroRNA, jejich vzajemnych interakci a funkci a

urceni faktor( podminujicich tkanové a bunécné specifickou expresi miR (tab. 3).
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Tab. 3.: Pfehled miR a jejich role v kancerogenezi

miR funkce cile exprese u BC
miR-200c Suprese sebeobnovy SCS, | Bmi-1, ZEB1/2, SNAIL1/2 | snizena
snizeni proliferace, EMT,
metastazovani
Let-7 Suprese sebeobnovy a | RAS, HMGA2 snizena
diferenciace SCS, tumor
supresor
miR-30 Suprese sebeobnovy SCS | Ubc9, integrin b3, Slug snizena
miR-21 Antiapoptoticka, indukce | PTEN, TIMP1, TIMP3, | zvySena
proliferace, EMT, | PDCD4, HIF-1a, MMP3,
angiogeneze, invazivity, | Smad7, Maspin
migrace, metastazovani
miR-145 Indukce apoptdzy, | RTKN, ER, MUC-1 snizena
suprese EMT
miR-155 Antiapoptotickd, indukce | FOXO3a, E-cadherin, | zvySena
EMT, podpora | VHL,  SOCS1, RhoA,
bunécéného rastu a | TP53INP1, Rad51, HK2
proliferace
miR-34a Indukce apoptodzy, | Bcl-2, Cyklin D1, CDK4/6, | snizend
proliferace SIRT1, Bcl-2, ZNF281,
CDA44, E2F3, SNAIL,
Notch4
miR-17/20 Suprese proliferace, | Cyklin D1, SRC, Mekk2 snizena
podpora protinddorové
aktivity NK bb
miR-23/27a Indukce proliferace Myt-1, ZBTB10, FOXO1, | zvysena
CYP1B1, ST14
miR-17-5p Suprese proliferace AIB1, IGF1, IL-8, Cyklin | sniZzena
D1, HBP-1
miR-106b/93/25 Indukce proliferace pRb zvy$ena

miR-206

Indukce/inhibice
proliferace

ERa, SRC-1, SRC-2, GATA-
3, Cyklin D2, TGFb, NRPI,
Smad?2

zvysend/snizend

miR-18a/b/221/222 Indukce proliferace ERa, p27, p57, TRPS1 zvy$ena

miR-205/200 Suprese EMT, CSC, | ZEB1, ZEB2, Bmi-1, | sniZzena
proliferace, invazivity Notch, ErbB2/3, HMGB3

miR-31 Suprese EMT, progrese, | RhoA, MIRP, MMP16, | snizena
metastazovani Radixin, WAVE3, ITGA5

miR-373/520c Indukce EMT, podpora | CD44, TRPS1 zvysena

bunécné migrace,
invazivity a
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metastazovani

miR-335 Indukce EMT TNC, SOX4 zvysena
miR-10b Indukce EMT, bunécné | HOX10D, Tiaml, E- | zvySena
migrace, angiogeneze, | cadherin, PTEN
invazivity, metastazovani
miRNA-672 Suprese EMT PRDX6 snizena
miR-126 Suprese angiogeneze, | VEGF, IRS1, PBK, IGFBP2, | sniZzena
antimetastaticky MERTK
miR-9 Indukce EMT, proliferace | E-cadherin, SOCS5 zvysena
a angiogeneze
miR-20b Suprese angiogeneze HIF-1a snizena
miR-29 Indukce EMT, | Bunécné adhezivni | zvySena
angiogeneze molekuly, hypometylace
DNA tumor supresoru, N-
myc, VEGFA, ANGPTL4,
LOX
miR-495 Indukce EMT, CSC E-cadherin, REDD1, JAM- | zvySena
A
miR-181a/b Indukce EMT, CSC PHLDA1, ATM, YWHAG zvysena
miR-130a Suprese EMT ER, c-MET snizena
miR-7 Suprese EMT SETDB1 (STAT1), Myc, | snizena
Twist
miR-375 Suprese EMT SHOX2, IGFR, RASD1 snizena
miR-379 Tumor supresor Cyklin B1, IL-11 snizena
miR-497 Tumor supresor Cyklin D1, Cyklin E1, | snizena
Smad7
miR-22 Tumor supresor ErbB3, ERa, CDK®6, SIRT1, | snizena
Spl, TET1-3
miR-105 Indukce EMT Z0-1, DNMT3A/B, ZFP36 zvysena
miR-125b Inhibice proliferace, | EPO, EPOR, ENPEP, CK2- | sniZend
diferenciace, migrace a | a, CCNJ, MEGF9, ERBB2,
invazivity MAP2K7
miR-146b Snizené preziti | NFkB, STAT3 snizena
nadorovych bunék a
metastazovani
miR-103/107 EMT DICER
miR-708 Inhibice  EMT, migrace, | NNAT snizena

metastazovani
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1.2.6.2 mikroRNA a jejich pouziti jako biomarkery

V soucasnosti je dobre definované, ze cirkulujici mikroRNA jsou vazané na jejich plvod z
nadorl a Ize je tak vyuzit jako relativné neinvazivni a spolehlivé biomarkery (Pigati L. et al.,
2010). Dle National Cancer Insitute je biomarker definovany jako “biologickd molekula
detekovatelna v krvi, jinych télesnych tekutindch a tkanich, ktera je zndmkou fyziologickych a
patologickych procesli nebo znamkou choroby”. Nadorové biomarkery slouzi k detekci nemoci
(markery diagnostické), stanoveni progndzy (markery prognostické) a markery predpovidajici
efekt terapie (markery prediktivni). Optimalni biomarker ma byt jednoduchy ke stanoveni,
stabilni, neinvazivni, resp. minimalné invazivni, objektivné kvantifikovatelny, schopny
opakovaného méreni pro dynamické monitorovani, mél by mit vysokou specificitu, senzitivitu
a prediktivni silu. Dosavadnim zlatym standardem diagnostiky nadorovych onemocnéni je
biopsie, operacni nebo navigovana jehlou. Biopsie predstavuje vysoce invazivni a rizikovy
zakrok, ktery nemusi byt vzdy technicky mozny. Ddle, vzhledem k heterogenité primarniho
nadoru a metastaz, je vhodné pti kazdé recidivé znovu ovérovat histopatologické parametry,
které odrazeji molekularni vyvoj nadoru. V poslednich letech navic pfibyva diakazll o tom, Ze
nadory velice rychle reaguji na l1é¢bu vznikem odolnych mutaci proti cilené 1é¢bé, biopticky
odbér bychom tak idealné méli provadét i béhem l|écby. Je proto zjevné, Zze potiebujeme
metody s minimalni invazivitou a neomezenou opakovatelnosti, schopné dynamického
pohledu na nador, tyto divody vedly k rozvoji metod tekuté biopsie (liquid biopsy). V
poslednich letech se stale vice uverejiuji data vyuziti CTC, ctDNA nebo mikroRNA v
diagnostice, prognostice a monitorovani nadorovych onemocnéni (Garcia-Murillas I. et al.,
2015, Alix-Panabieres C., Pantel K., 2013, Wan JC. et al., 2017, Jillian-Phallen MSV. et al., 2017).
Tyto metody jsou schopné s minimalni invazivitou zobrazovat genomické variability nador( a
jejich dynamického vyvoje béhem protinadorové 1é¢by a umozZiuji monitorovani nadorovych

onemocnéni béhem sledovani po primarni 1é¢bé (Yang M. et al., 2018).

MikroRNA splriuji teoreticky vétsinu podminek a predpokladl pro idedIni biomarkery. Jsou
vysoce specifické, expresni profily miR dostatecné odlisuji zdravé a nddorové tkdné, dale
odlisuji jednotlivé typy nador(, jsou odlisné exprese podle stadii a pokrocilosti nador( a to i
ve srovnani s genomickymi metodami (Lu J. et al., 2005). Dale jsou vysoce stabilni ve vSech
tkanich a télesnych tekutindch a to nejenom v Cerstvych vzorcich, ale i ve formalinem
fixovanych a parafinem zalitych vzorcich (FFPE) (Mo MH. et al., 2012). Na rozdil od RNA jsou
odolné ke zménam teplot, pH, opakovanému zmrazeni a rozmrazeni a chemickému nebo

enzymovému Stépeni (Cortez MA. et al., 2011). Pfredpoklady a podminky pro pouziti mikroRNA
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jako cirkulujici biomarkery jsou splnitelné, v textu byla uvedena celd fada limitaci a komplikaci
pfi jejich analyze a hodnoceni, ale vSechny Ize pfekonat a miR se blizi idedalnimu biomarkeru
(Ortiz-Quintero B. et al., 2016, Cheng D. et al., 2015, He Y. et al., 2015, Ghal V. et al., 2016,
Schwarzenbach H. et al., 2014). Jejich mala invazivita umoznuje pravidelné odbéry, ziskame
tak dynamicky pohled na vyvoj nemoci, hodnoceni rezidudlni choroby a béhem lécby jeji
aktudlni efektivitu. Studium miR jako biomarkerl u nadorovych onemocnéni je velice
expandujici ¢ast védeckého zajmu, v prosinci 2017 bylo na Pub Med pod fetézcem miR AND

cancer AND biomarker nalezeno 8176 publikaci (www.ncbi.nlm.nih.gov).

Diagnosticky vyznam mikroRNA byl popsan ve stovkach praci, jak jednotlivych miR, tak i
rGznych setl vice miR, deregulace mikroRNA byla popséana jak v nddorovych tkanich, tak i v
séru nebo plazmé s vysokou stabilitou vici degradaci (Wang F. et al., 2010, Chen X. et al.,
2008, Weber JA. et al., 2010, Cortez MA. et al., 2011, Schwarzenbach H. et al., 2011, Kosaka
N. et al., 2010, Brase JC. et al., 2010, Larrea E. et al., 2016, Si H. et al., 2013). Byly popsany
deregulace jednotlivych mikroRNA a celych profild miR v zavislosti na histologickém typu,
expresi HR a HER2, proliferacni aktivité, gradingu a dalSich faktorech (Heneghan HM. et al.,
2010, Wu Q. et al., 2012, Zhang L. et al., 2015, Chan M. et al., 2013, Lowery AJ. et al., 2009,
Fréres P. et al., 2016, Tashkandi H. et al., 2015). Obecné se jevi, Ze senzitivita a specificita
metod hodnoticich expresi miR se zvySuje s poctem hodnocenych mikroRNA (Blenkiron C. et

al., 2007, Endo Y. et al., 2013, lorio MV. et al., 2005, de Rinaldis E. et al., 2013).

Prognosticky vyznam rGznych mikroRNA byl korelovan ve vztahu s dalSimi klinicko-
patologickymi markery a to jak u ¢asnych, tak metastatickych nadord (lorio MV. et al., 2008,
Madhavan D., et al. 2016). Vyzkum prognostického vyznamu rdznych mikroRNA je kontinudlni
a fundamentdlni proces, protoze pacienti s rlznym rizikem recidivy onkologického
onemocneni vyZaduji odlisné zpUsoby protinddorové 1écby. Zvlasté u ¢asného karcinomu prsu,
kde mohou rizika cytostatické chemoterapie dlouhodobé komplikovat a zkracovat Zivot
vylé¢enych pacientek. Prognostické mikroRNA u karcinomu prsu mohou pfedstavovat jak
onkomiR tak i tumor supresorové miR. Detekce cirkulujicich miR po Iécbé karcinomu prsu
muze fungovat jako detekce minimalni rezidualni nemoci a urcovat tak riziko budouciho
relapsu (Madhavan D. et al., 2012). Stejné jako u diagnostiky, byly u prognostického vyznamu
popsany desitky mikroRNA, zvySené nebo snizené exprimovanych (Markou A. et al., 2014, Png
Kl.etal., 2012, Peng F. et al., 2016, Kleivi-Sahlberg K. et al., 2015, Bertoli G. et al., 2015, Nassar
FJ. et al., 2017, Inns J. et al., 2015, Huo D. et al., 2016, Joosse SA. et al., 2014, Mangolini A. et
al., 2015, Chen W. et al., 2013, Roth C. et al., 2010, Si H. et al., 2013). Vétsina studii urcila
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prognosticky vyznam jednotlivych miR nebo set(l vice miR, nejcastéji v korelaci s pokrocilosti
onemocnéni, metastazovanim, rizikem relapsu a celkovym prezitim (van Schooneveld E. et al.,
2015). Nékteré studie provedly multivariantni porovnani s klinickymi, patologickymi, pfipadné
molekuldrnimi rizikovymi markery a urcily tak vzajemné vztahy a nezdvislost miR na ostatnich

parametrech.

Pfes vSechny pokroky v poznani role mikroRNA u karcinomu prsu je v metaanalyzach a
systematickych prehledech patrnd mald shoda mezi publikacemi z hlediska hodnocenych
mikroRNA (Witwer KW. et al.,, 2015). Dlavody byly uvedené v obecné c¢asti a jsou
metodologického, preanalytického a analytického charakteru. Lisi se pocty stanovovanych
miR, jejich kombinace, hodnoty exprese a jejich vyznam v diagnostice, prognostice a predikci.
Rozdily jsou i v kohortach pacientd, jejich sloZeni, v heterogenité nadorového onemocnéni,
absolvované |écbé, délce sledovani a dalSich faktorech. Neni shoda na vySetfovaném
materidlu (krev, tkané), metodologii odbéru, analytickych metodach stanoveni miR,
normalizacnich technikach a statistickych metodach. Publikace tak prinaseji dostatek dlikazt
o plsobeni miR u karcinomu prsu a jejich vyuZitelnosti jako biomarkery, ale zatim s malou

shodou.

Systematicky vyzkum mikroRNA u karcinomu prsu pfindsi cenné udaje o patogenezi v ¢asnych
a pokrocilych fazich nemoci. Studium cirkulujicich mikroRNA zjednodusuje jejich dosazitelnost
a opakované hodnoceni umoznuje dynamicky pohled na zmény béhem Iécby a sledovani
nadorového onemocnéni. Vzhledem k vysoké komplexnosti a heterogenité karcinomu prsu
jsou preciznéjsi metody k odliseni rizikovych skupin a efektu terapie vysoce nutné a mikroRNA

predstavuji jednu z moznych cest.
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1.2.7 Cilové mikroRNA projektu

Pozndni vyznamné role mikroRNA ve vzniku a udrzovani nadorového procesu ve vsech fazich
kancerogeneze vedlo k vybéru cilovych mikroRNA, které jsme v predkladaném projektu
hodnotili s cilem urcit jejich prognosticky vyznam u ¢asného karcinomu prsu.

Pro nas projekt jsme vybrali miR-155, miR-24, miR-19a a miR-181b, které predstavuji dilezité
molekuly nadorového ristu a agresivity karcinomu prsu. Jako normalizac¢ni kontrolu jsme

zvolili let-7a, kterd vykazuje stabilni expresi mezi zdravymi a nadorovymi tkanémi.

1.2.7.1 miR-155

MiR-155, lokalizovana na chromozému 21921 patfi mezi multifunkéni miR. Byla popsdana jako
dllezity faktor vzniku, rozvoje a udrzeni nadorového procesu, stejné jako zanétu a imunity
(Mattiske S. et al., 2012). Ve studiich byla popsana vyznamné zvySena exprese miR-155 u Zen
s karcinomem prsu ve srovnani se zdravymi kontrolami (Wang F. et al., 2010, Liu J. et al., 2013,
Wang F. et al., 2014, Roth C. et al., 2010), ktera korelovala s pokrocilosti choroby a progndzou
(Eichelser C. et al., 2013, Kim S. et al., 2015, Guo J. et al., 2016). V jiné publikaci byla zvysena
hladina miR-155 v korelaci se stavem estrogenovych a progesteronovych receptor( a horsi
progndzou (Lu Z. et al., 2012). Sun a kol. detekovali zvySenou expresi miR-155 v sérech a
nadorové tkani pacientek s karcinomem prsu, hodnoty exprese klesaly po operacnim
odstranéni nador( a chemoterapii a korelovaly s progndzou (Sun Y. et al., 2012). Je zajimavé,
Ze sérové hodnoty miR-155 klesaly dfive ve srovnani s jinymi biomarkery. Zhu W a kol.
prokazali zvySenou expresi miR-155 u Zen s karcinomy prsu a pozitivnimi hormonalnimi
receptory v porovnani s nadory HR negativnimi (Zhu W. et al., 2009). Jiné publikace prokazaly,
Zze monitorovani mikroRNA béhem lécby karcinomu prsu koreluje s nddorovou masou a
dynamicky tak odrdzi jeji zmény, coz miZe byt vyuZito v monitoraci choroby. Perzistence
zvySenych hodnot exprese miR-155 muUzZe ukazovat na mikroskopickou perzistenci rezidualni
choroby a dynamika poklesu béhem IéCby na jeji Uspésnou eradikaci (marker prognosticky a
prediktivni). Naproti tomu Heneghan a kol. nenasli signifikantni rozdil miR-155 v krvi mezi

zdravymi Zenami a Zenami s karcinomem prsu (Heneghan HM. et al., 2010).

Prehled publikovanych studii u karcinomu prsu uréil pfiblizné 147 cilovych geni miR-155 ve
vztahu ke kancerogenezi, zahrnujicich geny pro apoptdzu, diferenciaci, angiogenezu,
proliferaci a EMT (Matiske S. et al., 2012, Wang J. et al., 2012). miR-155 podporuje proliferaci

a rast nadorovych bunék karcinomu prsu downregulaci genu TP53INP1 (Zhang CM. et al.,
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2013). Jednim ze zpUsob udrZeni rlstu nadoru je nddorova angiogeneza, zde plisobi miR-155
vlivem na VHL tumor supresorovy protein (Kong W. et al., 2014). Dalsi prace popsaly zvySenou
expresi miR-155 u karcinomu prsu inhibujici mRNA kddovany SOCS1 (Suppressor of cytokine
signaling 1) vedouci k perzistentni aktivaci STAT3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription-3) (Jiang S. et al., 2010). Dalsi z mechanismU progrese nadorového procesu je
ovlivnéni apoptdzy, miR-155 plsobi antiapoptoticky. Kong a kol. prokazali, Ze miR-155
indukuje bunécéné preziti supresi FOX3a (Forkhead box 3a) (Kong W. et al., 2010). FOX3a je
lokalizovdn v bunécném jadre a ovliviiuje apoptdzu zvysenim exprese BIM, ktery patii mezi
dlleZité tumor-supresorové geny (Sunters A. et al., 2003). EMT je dlleZity moment umoznujici
nadorovym bunkam metastazovat, miR-155 pfimo ovliviiuje TGFbeta/Smad4 (mothers
against DPP homolog 4) indukovanou EMT vlivem na RHOA (Ras homolog gene family,
member A) a potlacenim E-cadherinu (Kong W. et al., 2008, Vincent-Salomon A. et al., 2003).
Dal$i moznosti ovlivnéni cestou EMT je ztrata C/EBPb vlivem zvySené exprese miR-155 a
zména TGFb mediované ristové inhibice na EMT, invazivitu a metastazovani (Johansson J. et
al., 2013). V zajimavé publikaci Dinami a kol. popsali, Ze zvySena exprese miR-155 podporuje
fragilitu telomer a méni strukturu chromozém v metafazi cestou ovlivnéni TERF1 (Telomeric
repeat factor 1) a prokazali, Ze exprese miR-155 koreluje se Spatnou progndzou pacientek s
lumindlnimi karcinomy prsu (Dinami R. et al., 2014). Mezi méné studované a popsané patfi
vliv miR na energeticky metabolizmus nadorovych bunék, miR-155 muze aktivaci exprese

hexokindzy 2 podporovat glykolyzu (Jiang S. et al., 2012).

1.2.7.2 miR-24

miR-24 zahrnuje mikroRNA zvysené exprimované v rlznych fyziologickych a patologickych
stavech. Nachazi se v klastru s dalsimi dvéma miR na chromozému 9 (klastr 1: miR-23b, miR-
27b, miR-24-1) a chromozomu 19 (klastr 2: miR-23a, miR-27a, miR-24-2). Ve vétsiné
experimentalnich pracech byla miR-24 definovana jako onkogen, véetné karcinomu prsu, ale
napfiklad u karcinomu laryngu plsobi jako tumor supresorova miR (Chhabra R. et al., 2010).
miR-24 je zvySené exprimovana v sérech i tkdnich karcinomu prsu (Wu Q. et al., 2012). Role
miR-24 v kancerogenezi je vlivem na kmenové bunky, diferenciaci, proliferaci, apoptdzu,
adhezivitu a bunécnou migraci, podporuje rlst, invazivitu a metastazovani (Wang X. et al.,
2008, Zaidi SK. et al., 2009, Lin SC. et al., 2010, Musto A. et al., 2015, Amelio I. et al., 2012, Roy
L. et al., 2015). Podle online databaze MIRUMIR, ktera analyzuje mikroRNA jako potencialni

biomarkery, je vysokd exprese miR-24 spojenda s horsi progndézou karcinomu prsu
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(http://www.bioprofiling.de/GEQ/MIRUMIR/mirumir.html) (Antonov AV. et al., 2013). Byl

prokazan vliv exprese miR-24 na snizeni exprese fosfataz PTPN9 a PTPRF vedouci ke zvysené
fosforylaci EGFR u metastatickych karcinom( prsu a naslednému zvyseni bunécné invazivity,
migrace a metastazovani (Du WW. et al., 2013). Dale byl prokazam vliv miR-24 na zvySenou
expresi MMP2, MMP11 (matrixové metaloproteindzy), ERK (extracellular signal-regulated
kinases), ADAM15 (Disintegrin and metalloproteinase domain-containing protein 15) a
snizenou expresi TIMP2 (tissue inhibitor of mettaloproteinase 2), coz dale potvrzuje jeji roli v
invazivité a metastazovani (Du WW. et al., 2013). V jiné publikaci byl prometastaticky
potencial davan do souvislosti s ovlivnénim prosaposinu, tumor supresorového genu (Ell B. et
al., 2014). Vznik a udrzeni nddorového procesu mize regulovat miR-24 také snizenim exprese
tumorového supresoru p16™¢? (Lal A. et al., 2008). Dal$imi mechanismy ovliviiujicimi
apoptodzu je vliv na p27Kipl, FAG1, kaspazu 9, Bim, Apaf-1 a XIAP (Lu K. et al., 2015, Chen Q.
et al., 2014, Qin W. et al., 2010, Bueno MJ. et al., 2011, Xie Y. et al., 2013). miR-24 podporuje
invazivitu a metastazovani represi SPRY2 a naslednou aktivaci MAPK (Li X. et al., 2013). ING5,
ktery patfi do rodiny ING (inhibitor of growth — inhibitory ristu), je ddleZity tumorovy supresor
maijici roli ve zpomaleni bunééného cyklu, remodelaci chromatinu, senescenci, apoptdze a
opravach poskozeni DNA, coz vede k poklesu proliferace, invazivity a metastazovani a
vzestupu apoptdzy a diferenciace (Zhao QY. et al., 2015). miR-24 funguje jako vzestupny
negativni reguldtor ING5 a pfimo plsobi na potlaceni jeho aktivity (Cui S. et al., 2017). Vedle
vySe zminéného plsobeni plsobi miR-24 na EMT cestou ovlivnéni TGFb (Transforming growth
factor B) (Papadimitriou E. et al., 2012). Vyznamnou roli hraje miR-24 v patogenezi nadorovych
kmenovych bunék, které se podileji na vzniku a udrzeni nddorového procesu. miR-24 byla
zvySené exprimovana na kmenovych bunkach karcinomu prsu, tato zvysena exprese vedla k
dalsi amplifikaci mnoZstvi CSC a expresi markerd nadorovych kmenovych bunék (Roscigno G.
et al., 2017). miR-24 sniZuje expresi FIH a zvySuje expresi HIF1alfa a jeho pfimych cild, Snail a
VEGFA. FIH je betahydroxyldza, ktera podporuje transkripcni represi HIF1, ktery je spolu se
Snail a VEGF zdsadni v angiogenezi. miR-24 tak pfimo zvySuje odolnost bunék karcinomu prsu
v hypoxickych podminach cestou regulace FIH1-HIFlalfa (Roscigno G. et al., 2017). ZvySena
exprese miR-24 snizuje aktivaci kaspazy 3 a stépeni PARP, coZ ddle podporuje rezistenci k
apoptoze a odolnost vici chemoterapii (Roscigno G. et al., 2017). Obsahly prehled cil(i miR-24
pfinesl ¢lanek Masahi Katoha, ktery zpracoval resersi riznych zdroji informaci o pUsobeni
vybranych miR v kancerogenezi, miR-24 dale podporuje proliferaci a invazivitu vlivem na FAF1,

ST7L, AURKB, CCNA2, CDC2, CDK4, E2F2 a MYC (Katoh M. et al., 2014).
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1.2.7.3 miR-19a

mikroRNA-19a je jednim z ¢len( klastru miR-17-92 (oncomir-1), ktery dale zahrnuje miR-17-
5p, -17-3p, -18a, -20a, -19b and -92-1 (Tanzer A., Stadler PF., 2004). Tyto mikroRNA jsou
déleny do 4 oddélenych rodin s ohledem na jejich charakteristickou seed sekvenci: miR-17,
miR-18, miR-19 a miR-92 (Olive V. et al., 2009). ZvySena exprese klastru miR-17-92 byla
pozorovana u raznych zhoubnych nador(, véetné karcinomu prsu (Kim K. et al., 2012). Prace
prokazujici zvysenou expresi miR-19a u karcinomu prsu byla publikovana, tito autofi prokazali,
Ze miR-19a primo ovliviiuje posttranskripéni regulaci genl kddujicich proteiny IMPDH1
(inosine-5’-monophosphate dehydrogenase 1) a NPEPLI1 (aminopeptidase like-1) (Ouchida
M. et al., 2012). V jiné publikaci byl vliv miR-19a na patogenezi karcinomu prsu davan do
souvislosti s inhibici tumor supresorového genu PTEN (Phosphatase and tensin homolog) a
naslednou aktivaci Akt/mTOR (mammalian target of rapamycin) signalizaéni drahy (Farazi TA.
et al., 2011, Olive V. et al., 2009, Mu P. et al., 2009). Vliv na PI3K/Akt/mTOR, MYC a PTEN byl
prokdazan v dalsich publikacich (Cascione L. et al., 2013, de Rinaldis E. et al., 2013). Aktivace
Akt/mTOR drahy muze zvysit expresi MDR-1, MRP1 a BCRP, které predstavuji hlavni proteiny
zodpovédné za rezistenci k chemoterapii (Choi BH. et al., 2008). Zajimavé je, Ze androgenni
receptor miZe zvySovat expresi miR-19a a dle Gdaju ze studii je patrné, Ze karcinomy prsu s
pozitivnim androgennim receptorem vykazuji nizkou senzitivitu k chemoterapii (Qian L. et al.,
2014). Existuji i dalsi cile miR-19a, ptipadné klastru miR-17-92 — SOCS-1 (suppressor of
cytokine signaling-1) (Pichiorri F. et al., 2008), RBL2 (retinoblastoma-like protein 2) (Lu Y. et
al., 2007), HIF1A (hypoxia-inducible factor 1-alpha) (Taguchi A. et al., 2008), RAB14 (Ras
related protein RAB-14) (Kanzaki H. et al., 2011). V dalSich studiich byl prognosticky vyznam
miR-19a u karcinomu prsu davan do souvislosti s cilenim na HBP1 (HMG box-containing
protein 1) a ZBTB4 (zinc-finger and BTB domain containing 4) (Li H. et al., 2011, Zhang B. et al.,
2007). Zajimava data pfinesla publikace Anfossiho a kol., ktefi prokazali, Ze zvySena exprese
miR-19a koreluje s dobrou prognézou HER pozitivniho inflamatorniho karcinomu prsu (Anfossi
S. et al., 2014). Publikaci prokazujici prediktivni moZnosti miR-19a byla prace Li a kol., ktefi
asociovali hladiny miR-19a s efektem neoadjuvantni chemoterapie u luminalnich karcinoma

prsu (Li Q. et al., 2014).
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1.2.7.4 miR-181b

MikroRNA miR-181b je tvofena dvéma podjednotkami, miR-181b-1 lokalizované na
chromozému 1 a miR-181b-2 lokalizované na chromozdému 9. miR-181b patfi prevazné mezi
onkomiR a jeji zvySena exprese v tumorech a séru byla popsana u rdznych druh( nadord,
vCetné karcinomu prsu (Li S. et al., 2012, Wu Q. et al., 2012, Liu J. et al., 2014, Sun X. et al.,
2012). Existuji i udaje o vlivu miR-181b na inhibici metastazovani karcinomu prsu cestou
ovlivnéni cytokind CXCL-1 a CXCL-2 (C-X-C motif ligand) (Kroski E. et al., 2014). Jini autofi
dokumentuji onkogenni vliv miR-181b plsobenim na CSC, ovlivnénim apoptdzy, invazivity,
migrace a metastazovani (Neel JC. et al., 2013, Wang Y. et al., 2011, Chen J. et al., 2011).
Analyza tumor( karcinomu prsu odhalila vzajemné vztahy mezi miR-181b, HMGA | a CBX7,
bylo zjisténo, Ze zvySena exprese HMGA | zvySuje expresi miR-181b a snizuje expresi CBX7
genu (Mansueto G. et al., 2010). ZvySend exprese miR-181b pfimo sniZuje koncentraci
proteinu CBX 7, CBX 7 naproti tomu sniZuje expresi miR-181b (Mansueto G. et al., 2010).
HMGA proteiny (High mobility group A) jsou vysoce exprimované u zhoubnych nador(, véetné
karcinomu prsu, zvySend exprese HMGA je asociovand s vysoce malignim fenotypem a je
znamkou Spatné progndzy, protoze koreluje s metastazovanim a zkracenym prezitim (Fusco
A. et al., 2007). Naproti tomu pokles v koncentraci proteinu CBX7 (Chromobox homolog 7)
zpUsobuje zvysSenou proliferaci a zvySeny prechod z G1 do S faze bunécéného cyklu u miR-181b
pozitivnich bunék (Pallante P. et al., 2008). miR-181b ovliviiuje dalsi geny, které hraji dilezitou
roli v kontrole bunécné proliferace a nadorové transformace, hlavné ovlivnénim apoptdzy —
PCDC4 (programmed cell death 4), BCL2L11 (BCL2-like 11) a BCLAF1 (BCL2-associated
transcription factor 1). Zajimava prace prokazala roli miR-181b v opravach poskozeni DNA
downregulaci ATM genu (ataxia teleangiectasia mutated) pfi 1écbé trojité-negativnich
karcinomd prsu PARP1 inhibitory (Bisso A. et al., 2013). Prace lliopoulose a kol. nalezla
propojeni mezi expresi miR-19a a miR-181b, prokazali, Ze miR-19a fizend inhibice SOCS1
aktivuje expresi miR-181b cestou STAT3 (lliopoulos D. et al., 2010). Dalsi experimentalini praci
autofi popsali vliv zvySené exprese miR-181b na proliferaci, invazivitu a metastazovani
karcinomu prsu ovlivnénim signalni cesty NF-kB (Wang L. et al., 2016). Aktivace NF-kB
ovliviiuje inflamatorni cytokiny a moduluje nadorové mikroprostiedi, které ma zdsadni
vyznam pro migraci nadorovych bunék a metastazovani (Su S. et al.,, 2014). miR-181b
podporuje také aktivitu metaloproteindz (MMP2, MMP9) a tim zvySuje rlst, invazivitu a

migraci (Wang B. et al., 2010).
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1.2.7.5 let-7a

MikroRNA let-7a byla vybrana jako kontrola, protoze vykazuje minimalni variabilitu v sérech
pacientl se zhoubnymi nadory, v€etné karcinomu prsu (SongJ. et al., 2012, Kim SJ. et al., 2012,
Liu Y. et al., 2013, Cai WY. et al., 2013). Dalsi prace prokdzala stabilni a srovnatelnou expresi
let-7a a miR-195 v plazmé pacientek s karcinomem prsu v porovnani se zdravymi kontrolami
(Zhao H. et al., 2010). Vysvétleni je takové, Ze je produkovadna hlavné diferencovanymi
somatickymi bunkami a exprimovand minimalné kmenovymi a nediferencovanymi

prekurzorovymi bufikami (Newman MA. et al., 2008).
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2. Hypotéza a cile dizertacni prace

2.1 Podklady pro zformulovani hypotézy

Karcinom prsu je nejéastéjsi zhoubné naddorové onemocnéni Zen s velice rozdilnou prognézou
zavislou na celé fadé klinickych, patologickych a molekularnich markerG. Casny karcinom prsu
ma prognodzu celkové dobrou, ale existuji zde podskupiny pacientek s vysokym rizikem relapsu
a metastazovani. Prognostické markery, které vyuzivdme v souc¢asnosti, nemaji u jednotlivych
pacientek dostatecnou senzitivitu a specificnost. Hledani dostatecné silnych prognostickych
marker( patii mezi vyznamné sméry vyzkumu karcinomu prsu.

MikroRNA se Ucastni regulace gen( na posttranskripéni Urovni a jejich deregulace byla
popsana u celé fady nemoci, véetné nadorovych. V pfipadé nadorovych onemocnéni byl
zjistén jejich podil na vzniku a rozvoji nadorového procesu véetné ovlivnéni bunécéného cyklu,
diferenciace, proliferace, angiogeneze, apoptdzy, migrace a invazivity. BEhem kancerogeneze
plsobi jako onkogeny nebo tumor supresorové geny. Jejich proménliva exprese, ktera byla
detekovana ve tkanich ve fazi prekancerdz a u rozvinutych zhoubnych nadorl naznacuje, Ze
mohou byt uZity jako diagnosticky marker ¢asné faze vzniku nadord. Vedle exprese ve tkanich
byla popséana jejich detekce v rliznych télesnych tekutinach, véetné krve, s vysokou stabilitou.
Detekce mikroRNA v séru nebo plazmé prindsi moznost hodnotit expresi mikroRNA a jeji
zmény s relativné malou invazivitou, opakované béhem lécby nadoru. V poslednich 20 letech
byly popsany desitky mikroRNA u karcinomu prsu, zvysené nebo snizené exprimovanych.
Zmény exprese mikroRNA v zavislosti na |écbé a jejich korelace ke klinickym vysledk{im mohou
urcovat jejich prognosticky vyznam. | pfes celou fadu experimentalnich a klinickych praci je
role mikroRNA a jejich kombinaci v uréeni prognézy nadorového onemocnéni zatim nejasna.
Vzhledem k duleZité roli mikroRNA u nadorovych onemocnéni, véetné karcinomu prsu,
predstavuji zmény jejich exprese pred a po lé¢bé unikatni marker, ktery mize |épe
specifikovat riziko ndvratu nemoci. Lze tak odvozovat z dlouhodobého hodnoceni zmén
exprese jednotlivych mikroRNA a jejich kombinaci v zavislosti na preZiti a recidivach
karcinomu. U onkogennich mikroRNA by jejich exprese s uspéSnou lécbou méla klesat pod
detekovatelnou nebo vyznamnou hodnotu. Pfetrvavani jejich exprese nebo vzestup po lécbé

by tak mohly byt charakteristické pro rezidualni nemoc s dopadem na budouci progndzu.
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2.2 Hypotéza

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

a recidivami onemocnéni a predstavovat cirkulujici prognosticky biomarker.

2.3 Konkrétni cile navazujici na hypotézu

Mezi hlavni cile projektu patti

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

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

- Zjistit zmény exprese mikroRNA v zavislosti na fazich |écby karcinomu prsu

- Zjistit zmény exprese mikroRNA pred a po léc¢bé v zavislosti na klinicko-patologickych
rizikovych markerech

- Zjistit prognosticky vyznam dlouhodobych zmén exprese pred a po l1é¢bé ¢asného karcinomu
prsu

- Porovnat vztah exprese mikroRNA a klinicko-patologickych marker( na urceni progndzy

karcinomu prsu
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3. Pacienti a metody

3.1 Soubor pacientek a zdravych kontrol

3.1.1 Zakladni charakteristiky souboru pacientek a kontrol

Predkladany projekt prospektivniho sbéru sér pacientek s ¢asnym karcinomem prsu byl
zahajen v zafi 2010 po souhlasném stanovisku Etické komise Krajské nemocnice Liberec a.s.
(EK/83/2010 ze dne 23.6.2010). Jednalo se o dlouhodoby prospektivni neintervencni projekt
s cilem sledovat expresi cilovych onkogennich mikroRNA v sérech pacientek s karcinomem
prsu, jejich zmény v zavislosti na |écbé, rozdily podle klinicko-patologickych rizikovych
markerud a potencidlni vyznam v rozliseni rizika relapsu onemocnéni.

Cilovou skupinou byly konsekutivni pacientky s éasnym karcinomem prsu indikované primarné
k operacnimu reSeni. Kazda vhodna pacientka, ktera byla vytipovana na zakladé konzultace v
mamologickém tymu Krajské nemocnice Liberec, byla den pred operaci sezndmena s
projektem. Pokud souhlasila se zafazenim do projektu, podepsala informovany souhlas (kap.
9: priloha 1).

V projektu byly predem definované 4 odbéry krve na zpracovani séra. Prvni odbér byl den
pred operacnim vykonem (bod I, time point ), druhy nasledoval za 14-28 dnl po operacnim
vykonu pred zahdjenim protinadorové Iécby (bod Il, time point Il) a tfeti za 14-28 dnUl po prvni
lé¢ebné modalité (chemoterapie nebo radioterapie) (bod IlI, time point I11). Ctvrty bod odbéru
(bod 1V, time point IV) byl v dobé zachytu recidivy onemocnéni, jesté pred zahdjenim
protinddorové lécby (operace, chemoterapie, hormonoterapie nebo radioterapie).

Pacientky byly operované podle aktudlnich standardd 1écby ¢asného karcinomu prsu. Ve
vétSiné  pripadld  podstoupily  parcidlni  odstranéni nadoru  (segmentektomie,
kvadrantektomie), mastektomie byla volena pfi kontraindikaci parcidlniho vykonu, nebo v
pfipadé nutnosti vyhnout se radioterapii (kardialni nebo plicni rizika). Svodné lymfatické uzliny
byly vySetfovany nejcastéji odbérem sentinelovych uzlin (SLNB — sentinel lymph node biopsy).
V pfipadé pozitivnich SLN byl dals$i postup dle volby chirurga - provedeni axilarni lymfatické
disekce nebo bez dalsi intervence na lymfatikach.

Zpracovani nadoru podléhalo zdsadam spravné laboratorni praxe dle doporuceni Spole¢nosti
Ceskych patologll. Byla zhodnocena velikost a okraje nadoru, histologicky typ a diferenciace
(grade), lymfaticka, vaskularni a perineurdlni propagace nadoru. Imunohistochemicky se

stanovovala exprese hormonadlnich receptorl (ER, PgR) v jadie (0%-100%), exprese

58



proliferacniho markeru Ki-67 (0%-100%) a exprese HER2 (0, 1+, 2+, 3+). V ptipadé exprese
HER2 2+ a 3+ byla vySetfena amplifikace genu HER2/neu in-situ hybridizaci. VySetfeni uzlin
probihalo ve formé zmrazeného preparatu s okamzitou informaci operujicimu chirurgovi o
postiZzeni nebo nepostizeni uzlin(y) metastazami a dale definitivné po formolové fixaci.
Kombinaci klinickych a patologickych markerd bylo stanoveno klinické stadium, rizikova
skupina a po zhodnoceni dalsich faktor( (celkovy klinicky stav, vék, menopauzalni status,
komorbidity a soubéznd medikace) stanoven |écebny pldn podle sou¢asnych znalosti. Projekt
a jeho vysledky nezasahovaly do lIé¢ebného onkologického rozhodovani.

Po absolvovani zdkladni pooperacni (adjuvantni) |éCby byly a naddle jsou pacientky
dlouhodobé sledovany podle standardniho postupu se zdkladnim fyzikdlnim vysetfenim ve
frekvenci @ 3 mésice prvni 2 roky, poté & 4-6 mésicli do doby 5 let a poté 4 6-12 mésicl
dlouhodobé. Klinické vysetfeni mizZe byt doplnéno odbérem nadorovych markert dle volby
|ékare. Dale se jednou ro¢né provadi mamografie, ultrazvuk bficha a rentgen plic.

V pfipadé relapsu onemocnéni, ktery mohl byt ve formé lokalni recidivy, druhostranného
nadoru prsu nebo vzdalené generalizace (metastazovani), byly pacientky konzultovany v
mamologickém tymu a stanoven odpovidajici Ié¢ebny plan.

U pacientek jsme zaznamenali zdkladni demografické udaje — vék v dobé diagndzy,
menopauzalni stav, anamnézu nadorového onemocnéni a rodinnou anamnézu, datum
diagndzy, datum operacniho vykonu, data a druh absolvované lécby a datum pripadné
recidivy.

Zdravé kontroly projektu tvoftilo 21 Zen s vékovym rozmezim 25-60 let, bez zjevnych znamek

onkologického onemocnéni a bez onkologického onemocnéni v osobni anamnéze.

3.1.2 Rozdéleni souboru a kohorty ke statistické mu zpracovani

Casny karcinom prsu ma obecné vynikajici prognézu, preiti se liéi podle vstupniho klinického
stadia a v soucasnosti uznavanych klinicko-patologickych markerd. Jak bylo vySe uvedeno v
kapitole 1.1.4, riziko recidivy je nejvyssi mezi 2.-3. rokem od diagndzy a poté kolem 5 let od
diagndzy.

Pacientky jsme si rozdélili podle klinicko-patologickych marker( do dvou rizikovych skupin. Do
skupiny vysokého rizika patfily vSechny Zeny s alespon jednim z nasledujicich marker( — trojité
negativni karcinom (ER, PgR a HER2 negativita), pozitivita LU, Ki-67 rovno nebo nad 20%, HER2
pozitivita, grade lll. Do skupiny nizkého rizika patfily vSsechny Zeny bez jakéhokoliv z vyse

uvedenych faktord.
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Prvni c¢ast projektu zahrnovala hodnoceni zakladnich charakteristik stanoveni mikroRNA v
sérech pacientek s ¢asnym karcinomem prsu — aplikovatelnost vybranych analytickych metod,
ziskani zakladnich udaji o expresi cilovych mikroRNA v sérech a tumorech, zmény jejich
koncentraci v zavislosti na |é¢bé a rozdily mezi vysokym a nizkym rizikem dle klinicko-
patologickych faktord. Do této kohorty bylo zafazeno celkem 63 pacientek (median véku 58
let), které odevzdaly séra ve vSech definovanych bodech (1, Il, lll) mezi roky 2010-2013. Median
sledovani této kohorty byl v dobé statistického zpracovani 27 mésicl (9,5-36,3 mésicl) (tab.
4).

Do hodnoceni dalsi faze predkladaného projektu, prognostického vyznamu mikroRNA a
korelace s klinicko-patologickymi markery, jsme zaradili 133 pacientek, které mezi zarim 2010
a kvétnem 2014 odevzdaly alespon vzorek | a Il (tab. 5). V této kohorté nebyl odbér po prvni
protinadorové modalité (bod Ill) a pfi recidivé (bod 1V) podminkou zarazeni. Klinické
rozhodovani o adjuvantni |é¢bé se kona v ¢asném pooperacnim obdobi, zpravidla 2-3 tydny
po operaci a optimalni doba pro zahajeni pooperacni lécby je 4-6 tydnl po operaci.
Prognosticky marker by proto mél byt validovan po operaci po odstranéni tumoru a svodnych
lymfatik, v nasem projektu v dobé odbéru Il.

Adjuvantni chemoterapii podstoupilo 42 pacientek (31%), pooperacni ozareni jsme indikovali
u 97 pacientek (73%) a hormonalni [é¢ba byla nasazena u 118 pacientek (88%).

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

karcinomu prsu (3%) a 4 z neonkologickych pficin.
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Tab. 4: Kohorta 1 projektu

Pocet pacientek (pocet tumort) 63 (64)
Doba sledovani median 27 mésicu (9,5-36,3 mésicll)
Median véku (rozptyl) 58 let (37-82 let)
Premenopauzalni 16 (25%)
Postmenopauzalni 47 (75%)
pTla 1(2%)
pT1lb 10 (15%)
pTlc 32 (50%)
pT2 21 (33%)
Gl 11 (18%)
Gl 38 (62%)
Gl 12 (20%)
duktalni 50 (69%)
lobularni 11 (15%)
jiné 11 (15%)
Ki-67 0%-5% 21 (34%)
Ki-67 6%-19% 28 (45%)
Ki-67 20% a vice 13 (21%)
ER + 54 (84%)
ER - 10 (16%)
PgR + 54 (84%)
PgR - 10 (16%)
HER2 O0-1+ 58 (90%)
HER2 2+ 3 (5%)
HER2 3+ 3 (5%)

N + 15 (23%)
N - 49 (77%)
Trojité negativni nadory 5 (8%)
Skupina nizkého rizika 29 (46%)
Skupina vysokého rizika 34 (54%)

61



Tab. 5: Kohorta 2 projektu

Pocet pacientek (pocet tumora)

133 (134)

Vék

median 61.5 (37-84) rok{

Doba sledovani

median 73 (21.6-88) mésicl

Premenopauzalni/postmenopauzalni 23/110
Histologie duktdlni 97 (72%)
Histologie lobularni 10 (8%)
Histologie ostatni 27 (20%)
pTla 3 (2%)
pT1b 21 (16%)
pTlc 70 (52%)
pT2 40 (30%)
pT3 0

pT4 0

N + 26 (19%)
N - 108 (81%)
Gl 27 (20%)
Gl 72 (54%)
Gl 27 (20%)
Bez hodnoceni grade 8 (6%)

HR + 119 (89%)
HR - 15 (11%)
HER + 4 (3%)
HER - 125 (93%)

Bez hodnoceni HER

5 (4%)

Ki-67 0-19% 100 (75%)
Ki-67 >20% 29 (21%)
Bez hodnoceni Ki-67 5 (4%)
Trojité negativni nadory 12 (9%)
Skupina nizkého rizika 65 (49%)
Skupina vysokého rizika 68 (51%)




3.2 Shér a zpracovani krve

Krev byla odebirdana pacientkdm s ¢asnym karcinomem prsu indikovanym k primarnimu
chirurgickému feseni po pouceni a podpisu informovaného souhlasu.

Vyse byly definovany 4 zakladni ¢asové body odbéru (1, 11, Ill, 1V), odstup 2-4 tydn( od operace
nebo léCby byl stanoven na zakladé mozného faleSného vlivu zanétlivé reakce nebo aktivizace
imunitniho systému operaci, radioterapii nebo chemoterapii. Propojeni zdnétlivé kaskady a
mikroRNA je popsané v literature.

Odbér krve probihal standardnim zplsobem do 10 ml zkumavky s polymerovym gelem a
aktivdtorem sraZeni (BD Vacutainer SST™ tubes). Zkumavky se ponechaly p¥i pokojové teploté
30-60 minut, poté se odsttedily pfi rychlosti 3000 otacek za minutu po dobu 10 minut, sérum
rozplnilo do 200 ul alikvotd (kolem 10 alikvotl na odbér) a okamZité zmrazilo na -80°C. Vzorky

rozmrazené kvuli extrakci a kvantifikaci nukleovych kyselin se jiz znovu nezamrazovaly.

3.3 Zpracovani vzorku, extrakce a kvantifikace mikroRNA

Izolace RNA a prepis do cDNA

RNA byla izolovdna z 200 pl séra (lyzovano 1 ml QlAzol® Lysis reagent) za uZziti kitu miRNeasy®

Mini Kit (Qiagen) s nékolika modifikacemi:

a) intenzivni promichdni na michadce vortex po pfidani prfedchlazeného CHCl;
b) centrifugace pti 4°C, 15 minut na 10800 otacek za minutu

c) pridani 1 pl glykogenu béhem ethanolové precipitace

d) opakované (3x) promyti 500 pl RPE pufrem

e) eluce MRNA z kolonky pomoci 40 ul ddH,0 bez nukledz s RNA inhibitory.

Koncentrace mRNA byla velmi nizka, proto nebylo moZné ji stanovit pomoci pfistroje
Spectrophotometer ND-1000. 10 pul mRNA bylo pouZito na prepis do cDNA pomoci High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kitu v celkovém reakénim objemu 50 ul. Reverzni
transkripce s miR-specifickymi primery (Life Technologies) probéhla na pfistroji Mastercycler

Gradient.
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SloZeni smési pro reverzni transkripci RNA:

ul/1 vzorek
10x RT pufr 0,8
dNTPs 0,6
RNase inhibitor 0,8
Random primer 1,0
5x let7a primer 2,0
5x hsa-miR-155 primer 2,0
5x hsa-miR-19a primer 2,0
5x hsa-miR-181b primer 2,0
5x hsa-miR-24 primer 2,0
RT enzym 2,0
RNA 10 pl

ddH,0 bez RNazy doplnit do celkového objemu 40 pl
Teplotni profil pro reverzni transkripci RNA:

1) T=16°C, 30 minut
2) T=42°C, 30 minut

)
)
3) T=85°C, 5 minut
4) T=4°C, 5 minut.

Kvantitativni PCR v redlném case (qPCR) a vyhodnoceni mRNA exprese

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

smési) byla v daném experimentu napipetovana v dubletu.
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SloZeni PCR reakce s barvivem TagMan (pro jednu jamku):
1) cDNA-smés: TagMan Universal master Mix Il 2 ul; voda 1,2 ul; cDNA 0,8 pul
2) primer smés (let-7a; hsa-miR-155; hsa-miR-19a; hsa-miR-24; hsa-miR-181b): TagMan

Universal master Mix Il 2 ul; voda 1,6 ul; primer 0,4 ul;

Amplifikace probihala inkubaci v cykléru za nasledujicich podminek: Pocatecni denaturace a
aktivace AmpliTaq polymerdazy (T = 95°C, 10 minut); 40 cykl( (Denaturace pfi 95°C po dobu 15

sekund; anelace primedr( a polymerace T = 60°C po dobu 1 minuta).

Vyhodnoceni qPCR:

Cr hodnoty (hodnota PCR cyklu, kdy amplifikacni kfivka prekro¢i prahovou hodnotu
fluorescencéniho signdlu umisténou do faze exponencialniho rdstu kopii PCR produktu) pro
specificky onkomiR (miR-155, miR-19a, miR-181b, miR-24) (Crspec) byly odecteny od Cr hodnot
pro referenéni mikroRNA let-7a (Crnorm). Relativni hodnota exprese mRNA u pacientek s EBC je
vypoltena jako primér hodnot 2-(CTnerm-Clspec) v duplikatu pro kazdy vzorek s uréenim
standardni chyby méreni. Stredni hodnoty a standardni odchylky dCT hodnot (kaZzdého vzorku
a primérného vzorku kontrol) referenéni mikroRNA let-7a v pacientskych vzorcich v kazdém
odbérovém bodé (I-1ll) a ve vzorcich kontrol dokumentuji, Ze let-7a je stabilné exprimovana

ve vzorcich sér.

Stfedni hodnota, = -0.06818, standardni odchylka, = 0.6640
Stfedni hodnota, = -0.01103, standardni odchylka, = 0.8948
Stfedni hodnotay = 0.01014, standardni odchylka;; = 0.8488

Stfedni hodnotacmre = 0.05397, standardni odchylkacrs. = 0.6604

Vysvétlivky: |, II, Ill body odbéru, CTRL - kontrola
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3.4 Statistické metody

Sérové hodnoty vsech onkogennich miR (miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24, vSechny
vztazené k let-7a) byly zaznamenany pro kazdou pacientku v ¢asovych intervalech béhem
onkologické lécby: v dobé diagndzy (1), po operaénim vykonu (1), po chemo nebo radioterapii
(co skondi drive) (lll) a v pripadé recidivy onemocnéni (IV). Sérové hodnoty zdravych kontrol

byly méfeny pouze jednou.

Mnohorozmérna longitudindlni analyza dat byla provedena ke stochastickému modelovani

sérovych hodnot kazdé miR. Nasledujici rovnice byla pouzita pro miR-19a a miR-181b

E[miR;¢|b;| = 1/{B; + By (Patient; in II) + By (Patient; in I1I) + B¢ (Control;)
+ B (LowRisk;) + b;},

a pro miR-155 a miR-24

E[miR;¢|b;| = exp{B; + By (Patient; in II) + By (Patient; in III) + B¢ (Control;)
+ B, (LowRisk;) + b;}.

V téchto rovnicich je E[miR;:|bi] podminéna stfedni hodnota sérovych hladin miR;: pro kazdou
pacientku/kontrolu i v ¢asovém bodé t = /, /I, lll podminéna ndhodnym efektem b;, ktery je
specificky pro kazdou pacientku/kontrolu a ma mnohorozmérné normalni rozdéleni se stredni
hodnotou 0. Interpretace matematickych zapisu, napf. (Patient; in Il), je takova, Ze zavorka je
rovna jedné pravé tehdy a jen tehdy, kdyz i-ta pacientka/kontrola je v ¢asovém bodé Il (a tedy

se jedna o pacientku, nikoliv kontrolu); jinak nula.

V dalsim pokracovani projektu byly opét zaznamenany sérové hodnoty onkogennich miR (miR-
155, miR-19a, miR-181b, and miR-24, vztazené k let-7a) pro kazdou pacientku s EBC ve ¢tyrech
definovanych ¢asovych bodech (I-IV) béhem |écby. Mnohorozmérnd longitudinalni analyza
dat byla aplikovana, aby stochasticky modelovala sérové hladiny kazdé mikroRNA. Pro nas
projekt byla pouzita modifikace zobecnéného linedrniho modelu (generalized linear model,
GLM) nazvana zobecnéné odhadovaci rovnice (generalized estimating equations, GEE).
Dlavodem je to, Ze vSechny klasické regresni pristupy vychazeji z predpokladu, Ze sérové
hodnoty jednoho pacienta v odliSnych Casech jsou nezdvislé. Nicméné tento predpoklad
nemusi byt v biostatistice pravdivy, resp. je minimalné otazny. GEE byly aplikovany poprvé
Liangem a kol. v roce 1986 jako metoda k odhadovanému modelovani pokud neni jisty

predpoklad nezavislosti efektl (Liang K, Zeger SL., 1986).
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Nasledujici zobecnéné odhadovaci rovnice (generalized estimating equations, GEE) byly

pouzity jako model:

E[miR; | = exp{Br(Patient; relapsed) + By (Patient; not relapsed)
+ B;(Patient; inI) + By (Patient; in II) + By (Patient; in I11)
+ By (Patient; in IV)}.

V tomto vzorci je E[miR; ;] ofekdvana sérova hodnota miR;; pro kazdou pacientku s EBC
identifikovanou i v casovém bodé t = I,II,111,1V . Distribuce sérovych hodnot miR ma
Gamma rozdéleni a autoregresni korelacni struktura radu jedna je zvolene pro modelovani
zavislosti v ramci kazdého méreni miR hodnoty v jednotlivych ¢asovych bodech. Interpretace
matematickych zapis, napf. (Patient;in Il), je takova, Ze zavorka je rovna jedné praveé tehdy a
jen tehdy, kdyz i-td pacientka je v asovém bodé IlI; jinak nula. Regresni koeficienty B
predstavuji kvantitativni vliv nasledného pravdivého/nepravdivého indikatoru v zavorce.
Napfiklad Sy kvantifikuje vliv relabované pacientky na odpovidajici sérovou hodnotu miR.
Detailnéjsi praktickou statistickou ilustraci o GEE je moZné najit napf. v HudecovaS., Pesta M.,

2013.

Vlastni statistické zpracovani bylo provadéno pomoci statistického softwaru R (http://www.r-

project.org).
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4. Vysledky

4.1 Exprese onkogennich mikroRNA v séru v jednotlivych fazich lIécby

V prvni fazi projektu jsme stanovili profily exprese miR-155, miR-24, miR-19a a miR-181b v
séru 63 pacientek (kohorta 1, tabulka 4) v predem definovanych bodech I, Il a Ill a porovnali
je s expresi miR v séru zdravych kontrol. Jako vnitfni normalizacni kontrola byla pouZzita
exprese let-7a, ktera je stabilné exprimovand v sérech zdravych i nemocnych (viz kap. 1.2.7.5).
Za vyznamnou (informativni) hranici jsme stanovili hodnotu exprese 1,8x nad arbitrarné
definovanou hranici vyznamnosti, ktera byla uréena na zdkladé pfedchozich publikaci podle
medianu vzestupu onkogennich miR (lorio MV. et al., 2005). Jako zdravé kontroly jsme pouZzili
séra 21 zdravych zZen, které v dobé odbéru nevykazovaly znamky nddorového ani jiného
chronického onemocnéni a nadorové onemocnéni neprodélaly v osobni anamnéze.
Predoperacné (bod 1) prekracovaly hranici vyznamnosti jednotlivé onkomiR nasledovné — miR-
155 byla 1,8-4,2x vice exprimovana ve 43% (27 pac.), miR-19a byla 1,8-25,1x vice exprimovana
ve 38% (24 pac.), miR-181b byla 1,8-14,7x vice exprimovana ve 33% (21 pac.) a miR-24 byla
1,8-3,7x vice exprimovana ve 32% (20 pac.) (obr. 14A-D).

Obr. 14: Hodnoty sérové exprese onkomiR v jednotlivych ¢asovych bodech
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Vysvétlivky obr. 14: sérové hodnoty onkomiR u pacientek s EBC (N=63) a zdravych kontrol
(N=21). 200 ul séra bylo uZito k extrakci celkové RNA, ktera slouzila ke specifické reverzni
transkripci a TagMan PCR amplifikaci miR-155 (A), miR-19a (B), miR-181b (C) a miR-24 (D) a
let-7a, ktera slouzila jako normalizaéni kontrola. Pacientky s EBC byly analyzovany v dobé
diagndzy (1), po operaci (ll) a po adjuvantni |écbé (lIl). 3 pacientky byly analyzovany také v
dobé relapsu (IV). Osa Y predstavuje sérové hodnoty onkomiR vztazené k let-7a. Prlimérné
hodnoty zdravych kontrol byly vztazené k 1. ANOVA test, * p<0.05, ** p<0.001, ***p<0.0001,
praméry jsou oznaceny vodorovnou ¢arou. Pocty pacientek s hodnotami miR > 1,8 jsou

zvyraznény v okénku.

Tato data dokumentuji to, Ze onkomiR jsou zvySené exprimované v sérech pacientek v dobé
diagndézy EBC, toto zvySeni neni patrné u vsech nemocnych. Jak bude uvedeno v odstavci 4.4,
po rozdéleni pacientek do rizikovych skupin podle klinicko-patologickych marker( a kombinaci
vice mikroRNA dochdzi ke zvyseni citlivosti a Ize tak odlisit vyznamné vice pacientek.

Z vysledkd predoperacnich hodnot exprese vyplyva, mimo jiné to, Zze miR-19a a miR-181b
vykazovaly vysokou variabilitu v rozsahu exprese (az do 25x resp. 15x), zatimco miR-155 a miR-
24 vykazovaly maximadlné 4x zvySenou hodnotu exprese a rozptyl hodnot byl tak v Uzkém
rozmezi.

Pro statistické zhodnoceni vyvoje exprese onkogennich mikroRNA v jednotlivych fazich |écby
jsme vytvorili a aplikovali model longitudindlni mnohorozmérné analyzy dat pro kazdou
onkomiR (viz Statistické metody). Tento model umoznil analyzovat kazdou hodnotu exprese
onkomiR v séru s ohledem na dobu odbéru a rizikovou skupinu a definovat ocekavanou
hodnotu kazdé mikroRNA v kazdém bodé odbéru. Parametry longitudindlniho modelu jsou

uvedené v tabulce 6A-D (miR-155 A, miR-19a B, miR-181b C, miR-24 D).

Jako prvni jsme hodnotili zmény exprese vSech onkomiR po operacnim odstranéni primarniho
nadoru a svodnych lymfatik. Mezi bodem | a Il hladiny miR-155, miR-181b a miR-24
signifikantné poklesly (p-hodnoty < 0,05, miR-155: 1,89e-05, miR-181b: 5,41e-06, miR-24:
0,00638) u vsech pacientek nezavisle na rozdéleni podle rizika (nizké i vysoké riziko) (tab. 6).
Naproti tomu jsme nezaznamenali po operaci (bod Il) vyznamny pokles miR-19a. Tento fakt
mUiZe svédcit pro jeji vétsi stabilitu nebo to, Ze jeji produkce nereflektuje odstranéni nadorové

masy.
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Tab. 6: Souhrn dat longitudinalni multivariantni analyzy

A) miR-155

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

Bu -0.24024 0.05617 1.89e-05
B -0.34474 0.05684 1.32e-09
B¢ -0.51148 0.11103 4.10e-06
8. -0.18353 0.08245 0.026

B) miR-19a

Parametr Odhad Standardni odchylka p-hodnota
8 0.60941 0.04843 <2e-16

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

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

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

8. 0.16588 0.07403 0.0250

D) miR-24

Parametr Odhad Standardni odchylka p-hodnota
8 0.50276 0.06718 7.19e-14
B -0.14807 0.05429 0.00638
B -0.12527 0.05527 0.02343
B¢ -0.34034 0.11512 0.00311

8. -0.22631 0.08774 0.00990

Vysvétlivky tab. 6: Zobrazené jsou parametry k vypoctu podminéné ocekdvané sérové
hodnoty pro kazdou pacientku/kontrolu v urcitém casovém bodé a jejich odhadované sérové
hodnoty, standardni odchylky a p-hodnoty pro miR-155 (A), miR-19a (B), miR-181b (C), a miR-
24 (D), vSechny vztaZené k let-7a. Parametry hodnot onkomiR: 8;: bod |, 8;: rozdil mezi body |
a ll, By: rozdil mezi body | a lll, 8¢: rozdil mezi bodem | a zdravymi kontrolami, a 8;: rozdil mezi
pacientkami vysokého a nizkého rizika. Odhadované hodnoty parametrl jsou uZity k vypoctu
podminéného ocekdavani sérovych hodnot jednotlivych mikroRNA pro kazdou pacientku v
kazdém Casovém bodé (viz Statistické metody). Pro vysvétleni modelu, predikce hodnoty miR-
19a po lécbé vysoce rizikové pacientky, predikovana hodnota je 1/{0.60941 + 0.09981} = 1.410
(viz odhad z tabulky 6B). Pro nizké riziko je odhad sérové hodnoty miR-24 po operaci
exp{0.50276 + (-0.14807) + (-0.22631)} = 1.137 (tab. 6D).
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V daldim kroku jsme zjistovali rozdil exprese vSech onkomiR pfed operaci (bod 1) a po prvni
|écebné modalité, chemo nebo radioterapii (bod ). Zde jiz doslo k signifikantné vyznamnému
poklesu vsech 4 mikroRNA (p-hodnoty < 0,05, miR-155: 1.32e-09, miR-19a: 0.00869, miR181b:
8.80e-06, miR-24: 0.02343). Tento fakt nas vedl k zavéru, Ze nesignifikantni pokles miR-19a po
operaci reflektuje spise jeji vyssi stabilitu, pfipadné se mUze jednat o formu molekularni
rezidualni choroby, neZz produkci nezdvislou na nddorové tkani. Data jsou prehledné

znazornéna na obrazku 14 a v tabulce 6.

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

hodnoty onkomiR pacientek s karcinomem prsu v bodé Il

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

V dobé vyhodnocovani kohorty 1 byl relaps karcinomu prsu zaznamenan u 3 pacientek. Tyto
3 pacientky darovaly sérum v dobé relapsu pfed zahajenim jakékoliv protinadorové lécby (bod
IV). Stanovili jsme expresi vSsech 4 onkomiR podle predchozi metodiky a zjistili, Ze vSechny

mikroRNA vykazovaly zvySenou expresi, ktera korelovala s ndvratem nemoci (obr. 14A-D).
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4.2 Exprese onkogennich mikroRNA v tumorech karcinomu prsu

Ke zjisténi, zda jsou onkomiR produkované nadorovou tkani, jsme analyzovali také vzorky
tumoru a vzorky okolni zdravé tkané u 10 pacientek, které zaroven odevzdaly séra ve vsech
definovanych bodech.

Analyzou exprese onkomiR v nadorové tkani, vztazené k okolni zdravé tkani, jsme
identifikovali, Ze 8/10 pacientek vykazovalo jejich zvysenou expresi (obr. 15A) srovnatelné s
elevaci v séru (obr. 15B). Po rozdéleni pacientek na rizikové skupiny vykazovaly pacientky ve
skupiné vysokého rizika vyssi expresi onkomiR oproti skupiné nizkého rizika (obr. 15A, ¢erna
kolecka). Podobné jako v sérech, exprimovaly tumorové tkané zvysené jednu, dvé nebo vice
miR, coz dokumentuje molekularni heterogenitu tumorové tkané karcinomu prsu.

Podle dat exprese miR-155 v nddorech jsme analyzovali jeji hodnotu v séru u 3 vysoce
rizikovych pacientek a zjistili jeji vyznamné zvySenou hodnotu (v porovnani se zdravymi
kontrolami) v dobé diagndzy (1), ktera pretrvavala navzdory Iécbé (II, Ill) (obr. 15B). Tyto Udaje
potvrzuji agresivnéjsi povahu této podskupiny pacientek a zaroven moznosti vyuziti onkomiR

v detekci rezidudlni choroby, kterd muze byt zakladem budoucich recidiv onemocnéni.

Obr. 15: Hodnoty exprese onkogennich miR v tumorech, zdravé tkani a sérech
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Vysvétlivky obr. 15: Hodnoty onkomiR v tumorech jsou zvysené oproti zdravé tkani. Nadorova
a okolni zdrava tkan (N=10, levy panel A) byly po odstranéni chirurgem lyzovany a nasledné
extrahovana celkova RNA a po reverzni transkripci a TagMan PCR amplifikaci zjisténa exprese

miR-155, miR-19a, miR-181b, miR-24 a let-7a jako normaliza¢ni kontroly. Rizikova skupina byla
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rozliSena (vysoké riziko: cerné kolecka, nizké riziko: prazdna kolecka). Vysoce rizikové
pacientky (N=3, pravy panel B) jsme porovnali zaroven se séry z hlediska exprese miR-155 v
dobé diagndzy (), po operaci (1) a po Iécbé (l1). Osa Y reprezentuje hladiny onkomiR vztazené
k expresi let-7a po odecteni hodnot okolni tkdné. Primérné hodnoty kontrol byly vztazeny k

1.
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4.3 Vyvoj onkogennich miR v zavislosti na vstupni hodnoté exprese

Na obr. 16 jsou exprese jednotlivych mikroRNA a jejich vyvoj v zavislosti na dobé odbéru
prehledné rozdélené podle vstupni Urovné exprese (< 1,8x bile, > 1,8x ¢erné). Pokud byla
vstupni hodnota exprese informativni (tj. > 1,8x) byl pokles mezi jednotlivymi odbéry
dynamictéjsi a vétsi nez pro vstupni hodnoty exprese < 1,8x. Tato data dokumentuji to, Ze
vstupné zvySené exprimované mikroRNA v sérech pacientek s EBC po |écbé vyznamné
poklesly, ale ¢astéji nenormalizovaly své hodnoty exprese v porovnani se zdravymi kontrolami
(obr. 16). Naproti tomu pacientky se vstupni hodnotou exprese pod 1,8x nevykazovaly v
prabéhu lécby dynamiku poklesu mikroRNA a neliSily se tak od hladin exprese zdravych
kontrol. Jak je patrno, nékteré pacientky vykazovaly po ukoncené |écbé zvysené hodnoty
exprese onkomiR v porovnani se zdravymi kontrolami. Byly to pacientky, které nemély dle
zobrazovacich metod zndmky perzistence onkologického onemocnéni, mize se tedy jednat o

urcitou formu molekularni rezidudlni choroby.

Obr. 16: Vyvoj onkogennich miR v zavislosti na vstupni hodnoté exprese
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Vysvétlivky obr. 16: Sérové hodnoty onkomiR u pacientek s EBC klesaji po Ié¢bé. Detekce miR-
155 (A), miR-19a (B), miR-181b (C) a miR-24 (D) v sérech pacientek s EBC byla analyzovana v
dobé diagndzy (), po operaci (1) a po adjuvantni lécbé (l11). Osa X odliSuje pacientky s vysokou
expresi miR > 1,8x (Cerné sloupce) a nizkou expresi < 1,8x (bilé sloupce). Osa Y predstavuje
exprese onkomiR vztazené k let-7a. Primérné hodnoty zdravych kontrol vztazené k 1. ANOVA

test, * p<0.05, ** p<0.001, ***p<0.0001. Pocty pacientek podle exprese jsou zndzornéné.
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4.4 Exprese onkogennich mikroRNA podle rizikové skupiny a vyvoj v zavislosti na lécbé

Dalsi otazkou naseho projektu, kterd smérovala k prognostickému vyznamu bylo, zda
pacientky vysokého rizika exprimuji jednotlivé onkomiR odliSné v porovnani s pacientkami
nizkého rizika a jak se tyto hodnoty meéni v zavislosti na Ié¢bé. Pacientky s ¢asnym karcinomem
prsu jsme si pro analyzu rozdélili podle uznavanych klinicko-patologickych marker( na dvé
skupiny — nizkého a vysokého rizika (viz Pacienti a metody).

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

Pacientky nizkého rizika vykazovaly signifikantné niz$i hodnoty exprese oproti vysoce
rizikovym pacientkam (p-hodnota miR-155: 0.026, miR-19a: 0.02567, miR-181b: 0.0250, miR-
24:0.00990).

Z téchto udaju vyplyva, Ze existuje definovatelnd hodnota exprese jednotlivych onkomiR,
ktera ma diagnosticky potencidl a dale rozliSuje pacientky vysokého a nizkého rizika. Klinicko-
patologické charakteristiky rozdélujici pacientky do rizikovych skupin koreluji signifikantné s
hodnotami exprese vsech ¢tyf onkomiR (parametr 6, v tabulce 6A-D). Hodnoty vyznamnosti
byly pro vSechny ¢tyfi onkogenni mikroRNA méné nez 0,05, tento fakt svédci pro to, Ze na
zakladé odlisSné exprese jednotlivych onkomiR lze rozdélit pacientky s ¢asnym karcinomem
prsu do nizkého a vysokého rizika.

Dalsi analyza byla zaméfena na zmény exprese jednotlivych onkomiR v rlznych fazich |écby v
zavislosti na rizikové skupiné. Exprese miR-155 a miR-19a v sérech pacientek vysokého rizika
klesa v prabéhu celé lécby (obr. 17, horni panel A). Naproti tomu miR-181b a miR-24
poklesnou po operacnim odstranéni nadoru a poté z(stdavaji stabilni a zvySené oproti zdravym
kontrolam.

Pacientky nizkého rizika vykazuji nevyznamny pokles exprese onkomiR po chirurgickém
odstranéni nadoru a nasledné zGstavaji prakticky konstatni v prabéhu lécby s pfiblizné
stejnymi hodnotami jako kontroly (obr. 17, dolni panel B).

Shrnuto, hodnoty exprese onkogennich miR u pacientek vysokého rizika klesaji rychleji a
vyznamnéji neZ u pacientek nizkého rizika (tabulka 6A-D). Dale, pacientky vysokého rizika
nedosahnou po onkologické [écbé normalnich hodnot exprese onkomiR na rozdil od pacientek

nizkého rizika.
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Obr. 17: Vyvoj exprese onkogennich miR pro jednotlivé faze lécby v zavislosti na rizikové

skupiné
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Vysvétlivky obr. 17: A — pacientky vysokého rizika, B — pacientky nizkého rizika, I-lll — body

odbéru krve, Ctrl — kontroly
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4.5 Vliv a vyznam hodnoceni poctu a kombinaci jednotlivych onkogennich miR
V tabulce 7 jsou podrobné rozepsany zvysené exprese pro skupinu nizkého a vysokého rizika
v dobé odbéru I/l a lll, jsou zde uvedeny poéty a procenta pacientek se vzestupem v jedné,

dvou, tfech a vSech ctyfech onkomiR (tab. 7A).

Tab. 7: Souhrn dat exprese onkogennich miR — kombinace, jednotlivé miR

A low risk (N=29) high risk (N=34)
1 1] i n
Increase in one of 4 miRs 5(17%) 6 (21%) 8 (24%) 9 (26%)
Increase in two of 4 miRs 6 (21%) 1(3%) 9 (26%) 7 (21%)
Increase in three of 4 miRs 3 (10%) 2 (7%) 6 (18%) 5 (15%)
Increase in all four miRs 4 (14%) 0 (0%) 7 (21%) 2 (6%)
B low risk (N=29) high risk (N=34)
I 1] i n
Increase in any 4 miRs 18 (62%) 9 (31%) 30 (88%) 23 (68%)
Noninformative on 4 miRs 11 (38%) 20 (69%) | 4 (12%) 11 (32%)
C low risk (N=29) high risk (N=34)
1 1] i n
miR155 15 (52%) 1(3%) 19 (56%) 9 (26%)
miR19a 11 (38%) 6(21%) | 21(62%) 20 (59%)
miR181b 9(31%)  3(10%) 17 (50%) 9 (26%)
miR155 + miR19a 17 (59%) 7 (24%) | 26 (76%) 21 (62 %)
miR155 + miR181b 18 (62%) 3 (10%) | 25(74%) 14 (41%)
miR19a + miR181b 15 (52%) 8(27%) | 26 (76%) 23 (68%)
miR155 + miR19a + miR181b | 18 (62%) 8 (27%) | 29 (85%) 23 (68%)

Vysvétlivky tab. 7: Souhrn dat exprese onkomiR v sérech pacientek s EBC (N=63). Tabulka
znazornuje pocCty a procenta pacientek exprimujicich onkomiR (> 1,8x) ve vzorcich | nebo Il a
lll. Pacientky jsou rozdéleny podle rizikové skupiny — vysoké (N=34) a nizké (N=29). A:
pacientky vykazujici vzestup v jedné, dvou, tfech nebo c¢tyfech onkomiR. B: pacientky
vykazujici vzestup v jakékoliv nebo Zadné onkomiR. C: pacientky vykazujici vzestup v

jednotlivych onkomiR a vybrané kombinace onkomiR.
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Pokud hodnotime expresi pouze jedné onkomiR, jsou hodnoty informativni pro 17% pacientek
nizkého a 24% pacientek vysokého rizika. Pfi hodnoceni dvou miR je informativni pro 38%
pacientek nizkého a 50% pacientek vysokého rizika. Pfi hodnoceni tfi miR je informativni pro
48% pacientek nizkého a 68% pacientek vysokého rizika. Pfi hodnoceni ¢tyfech miR je
informativni pro 62% nizkého a 89% pacientek vysokého rizika. VZdy je hodnoceni exprese
onkomiR informativnéjsi pro skupinu vysokého oproti nizkému riziku. Hodnoceni exprese
onkomiR tak ziskdva svoji uZite€nost se zvySenim poctu hodnocenych miR a jejich

kombinacich.

Pti rozdéleni na dobu odbéru je obecné zvySena exprese onkomiR ve skupiné vysokého rizika
pred i po |é¢bé oproti zdravym kontrolam, nezavisle na poctu vstupné zvySenych onkomiR. Po
|écbé (bod Ill) je ve skupiné vysokého rizika vyznamné vyssi procento pacientek s
pretrvavajicimi zvySenymi hodnotami miR, nezavisle na tom jestli hodnotime 1, 2, 3 nebo 4

onkomiR (tab. 7A).

V oddilu B tabulky 7 je zndzornéna dynamika exprese podle rizikové skupiny v zdvislosti na
|éCbé. Zatimco u pacientek nizkého rizika klesa vyznamna exprese o 50% (z 62% na 31%), tak
u vysokého rizika je pokles vyznamné exprese pouze o 20% (z 88% na 68%). Z téchto Udaju je
zfejmé, Ze vyznamné zvyseni hodnoty onkomiR u pacientke vysokého rizika je v dobé po
onkologické [écbé 68% (31% u pacientek nizkého rizika). Lze tak odvozovat, Ze zvySend exprese
onkomiR po adjuvantni lécbé mizZe ve skupiné vysokého rizika predstavovat marker rezidudlni

molekuldrni choroby.

V oddilu C tabulky 7 jsou zvySené exprese rozepsany pro jednotlivé miR a jejich kombinace
oddélené pro vysoké a nizké riziko opét v bodech I/l a lll. Je zde vidét superiorita testovani
vsech ¢tyfech onkomiR v porovnani s hodnocenim jednotlivych onkomiR. Pokud ovsem
hodnotime 3 onkomiR, vytéZznost se zvysuje do srovnatelné Urovné (miR-155, miR-19a a miR-
181b). A napriklad testovani kombinace miR-19a + miR-181b pokryje vsechny vysoce rizikové

pacientky se zvysenou expresi miR v bodé Ill po 1é¢bé (68%).
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4.6 Exprese onkogennich mikroRNA a jejich vyznam ve stanoveni prognézy karcinomu prsu

Pro hodnoceni prognostického vyznamu exprese onkogennich mikroRNA v sérech pacientek s
¢asnym karcinomem prsu jsme kohortu rozsitili na 133 pacientek (kohorta 2, tab. 5), které
darovaly séra alespon pred a po operaci (bod | a Il), medidn doby sledovani souboru byl vdobé
statistického zpracovani 73 mésicli (21,6-88 mésicl). Jak bylo uvedeno v teoretickém Uvodu
(viz kapitola 1.1.4), relapsy karcinomu prsu nastdvaji ve dvou vrcholech, prvnim 2-3 roky a
druhém 5 let od primarni lé¢by, median doby sledovani naseho souboru se tak jevi dostatecny.
V dobé statistického zpracovani jsme zachytili celkem 13 pacientek s relapsem onemocnéni
(9,7%), tato frekvence odpovida obecné dobré progndze pro casny karcinom prsu pfi
hodnoceni celé skupiny nezdvisle na rizikovych faktorech. V této sledované a hodnocené
kohorté jsme jiz nevyZzadovali expresi onkomiR po adjuvantni lécbé (bod ), protoZe stanoveni
rizika je vyznamné pred vlastnim zahdjenim protinadorové Ié¢by, naslednd intenzita 1écby

odpovida rizikové skupiné podle klinickych, patologickych a pfipadné molekularnich markera.

Stanovili jsme expresi miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24 (normalizace k let-7a) v sérech
vSech 133 pacientek s EBC v definovanych bodech a ziskali skupiny hodnot z kazdého bodu,
pro kazdou miR a pacientku. Tyto hodnoty ukazuji, Ze relabujici pacientky zfetelné zvysené

exprimuji v bodech II-IV onkomiR (miR-155 a miR-24) (obr. 18).
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Obr. 18: Exprese onkomiR v jednotlivych bodech podle pfritomnosti relapsu
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Vysvétlivky obr. 18: hodnoty exprese miR-155, miR-19a, miR-181b a miR-24 v bodech odbéru

I-1V, zobrazeno oddélené pro pacientky s relapsem a bez relapsu.

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

relapsu.

Multivariantni GEE model prokazal, Ze miR-155 a miR-24 byly prognostické z hlediska relapsu
ve vsech bodech odbéru (p= 0,025 a 0,041). Hodnoty miR-155 a miR-24 jsou prehledné

znazornény oddélené pro pacientky s relapsem a bez relapsu na obr. 19A,B.
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Obr. 19: Zmény exprese miR-155 a miR-24 v jednotlivych bodech dle relapsu
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Vysvétlivky obr. 19: miR-155 a miR-24 jsou prediktivni z hlediska relapsu EBC (p=0,025, resp.
0,041). Predikované hodnoty miR-155 (A) a miR-24 (B) v jednotlivych bodech I-IV s 95%
intervalem spolehlivosti pro relabované (Cerveny interval, 1) a pacientky bez relapsu (modry
interval, 0) zaloZzené na GEE modelu. (C) hodnoty miR-155 a miR-24 zvysuji pravdépodobnost

urceni rizika relapsu (p=0,028 resp. 0,020), 95% intervaly spolehlivosti rizika relapsu jsou

znazornény.

Sérové hodnoty exprese miR-155 pacientek s relapsem byly zvysené v dobé diagndzy (bod 1)
a postupné klesaly béhem |é¢by v bodech Il a lll, mezi body Il a lll byla hodnota exprese miR-
155 1,22x nizsi. V dobé relapsu (bod IV) se hodnoty exprese miR-155 zvysovaly a prekonaly
1,05x hodnotu v bodé Il.
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Sérové hodnoty miR-24 u pacientek s relapsem zretelné klesaly v bodé Il ze zvySenych
predoperacnich hodnot (bod I). V bodé Il a IV se hodnoty miR-24 zvysily 1,14x, resp. 1,17x.
Kromé toho byly sérové hodnoty miR-24 1,34x vyssi u pacientek s relapsem ve srovnani s
pacientkami bez relapsu v kazdém bodé (I, Il a lll) (p=0,025). Pro pacientky s relapsem byly

sérové hodnoty miR-24 vyssi 1,20x ve srovnani s pacientkami bez relapsu (p=0,086).

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

znazornéna graficky na obrazku 19C.

Sérové hodnoty exprese miR-19a a miR-181b mérené ve vSech bodech nejsou z hlediska
odhadu rizika relapsu signifikantni (p=0,250 a 0,240) (obr. 20). Nesignifikantni z hlediska
predpovédi pravdépodobnosti relapsu zlstavaji i hodnoty miR-19a a miR-181b mérené

specificky v bodé Il (p= 0,054 a 0,062).
Obr. 20: Multivariantni analyza vlivu hodnot Ki-67, miR-19a a miR-181b na riziko relapsu
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Vysvétlivky obr. 20: Predikovana pravdépodobnost relapsu s ohledem na hodnoty exprese
miR-181b a miR-19a v bodé Il se zapoctenim Ki-67 (>20% = 1, <20% = 0), znazornéné 95%
intervaly spolehlivosti, p=0,240 v pfipadé miR-181b/Ki-67, p=0,249 v ptipadé miR-19a/Ki-67.
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4.7 Multivariantni analyza exprese onkogennich mikroRNA a klinicko-patologickych
markert

Jak bylo uvedeno v obecné c¢asti, hodnoceni rizikovych faktorl a markerd ma tim veétsi
prognostickou silu, ¢im vice se jich zkombinuje. Jako optimalni se jevi kombinace klinickych,
patologickych a molekularnich marker. Nékteré silné nezavislé klinické (velikost tumoru,
postiZzeni uzlin) a patologické (grade) markery nemaji korelat v molekuldarnich metodach.
Naproti tomu hodnoceni vyznamnych prognostickych marker( (estrogenni signalizace,
proliferace) vychazi presnéji hodnocenim multigenovych eseji nez pomoci konvencnich
patologickych technik (imunohistochemicka exprese ER, PgR a Ki-67). Kazda nova molekularni
metoda se validuje proti stavajicim klinicko-patologickym markerdm a hleda se jeji nezavisla

prognosticka sila a ptipadna korelace s témito markery.

Po zjisténi statisticky vyznamného vlivu hodnoceni exprese miR-155 a miR-24 na predikci
pravdépodobnosti relapsu onemocnéni jsme ndsledné provedli multivariantni analyzu
exprese onkomiR s klinicko-patologickymi markery zvyseného rizika (TNBC, HER+, grade I,
LN+, Ki-67>20%) a dale s absolvovanou Ilécbou (chemoterapie, radioterapie a
hormonoterapie). Statistickym zpracovanim nevykazovaly TNBC, HER2 pozitivita, grade Il a
pozitivni lymfatické uzliny statisticky vyznamny dopad na predpovéd pravdépodobnosti
relapsu (vSechny p-hodnoty nad 0,05 pokud byly simultdanné hodnoceny s hodnotami exprese
miR-155 a miR-24). Lze tak dokumenovat nezavislost samostatného hodnoceni miR-155 a
miR-24 na predikci pravdépodobnosti relapsu, miR-155 a miR-24 tak mohou predstavovat
nezavislé prognostické markery. Jediny rizikovy faktor, ktery statisticky signifikantné
predikoval pravdépodobnost relapsu (spolu s hodnotami miR-155 a miR-24) byl proliferacni
index Ki-67>20% (p-hodnota miR-155: 0,013 a miR-24: 0,023). Spole¢né hodnoceni miR-155,
miR-24 a Ki-67 tak zpresnuje predpovéd rizika relapsu onemocnéni (obr. 21). Na obr. 20 je

uvedeno grafické zndzornéni pro onkomiR bez statistické signifikance — miR-181b a miR-19a.

Abychom vyloucili faleSny vliv absolvované 1écby na hodnoty exprese miR, provedli jsme
multivariantni analyzu také s chemoterapii, hormonoterapii a ozafovanim a Zadny z téchto
hodnocenych parametri nevykazoval signifikantni vliv. Hodnoty p jsou nasledujici —
chemoterapie a miR-24: 0,55, chemoterapie a miR-155: 0,35, radioterapie a miR-24: 0,63,
radioterapie a miR-155: 0,17, hormonoterapie a miR-24: 0,60, hormonoterapie a miR-155:

0,18.
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Obr. 21: Multivariantni analyza vlivu hodnot Ki-67, miR-24 a miR-155 na riziko relapsu
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Vysvétlivky obr. 21: Predikovana pravdépodobnost relapsu s ohledem na hodnoty exprese

miR-155 a miR-24 v bodé Il se zapocétenim Ki-67 (>20% = 1, <20% = 0), zndzornéné 95%

intervaly spolehlivosti, p=0,013 v pfipadé miR-155/Ki-67, p=0,023 v pfipadé miR-24/Ki-67.
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4.8 Vyuziti generalizovaného linearniho modelu k urceni pravdépodobnosti relapsu EBC

Vedle vySe uvedenych analyz, které byly provedeny s cilem definovat role onkogennich miR
ke stanoveni pravdépodobnosti rizika relapsu a jejich zavislosti na klinicko-patologickych
markerech a terapii, byl dalSi zdmér projektu smérovan k vypoctu rizika relapsu mérenim
hodnot miR-155 a miR-24. Tyto vypocty tak slouzi k urceni rizika relapsu onemocnéni od 0 do
100% z hodnot exprese miR-155, miR-24 a naopak lze definovat jakd hodnota exprese
onkomiR je nutnd pro urcité riziko relapsu (0-100%). Ke konstrukci rovnic byl vyuzit zobecnény

linearni model (GLM), ktery lze rozdélit do tfech moznosti:

a. Je k dispozici pouze hodnota miR-155

Probability[Relapse;] = 1/[1 + exp{4.019 — 0.428(miR155II;) — 1.788(Ki67;
>20% )}

b. Je k dispozici pouze hodnota miR-24

Probability[Relapse;] = 1/[1 + exp{5.023 — 1.311(miR24I1I;) — 1.633(Ki67;
>20%)}].

c. Jsou k dispozici hodnoty miR-155 a miR-24 soucasné

Probability[Relapse;]
1
[1 + exp{5.687 — 0.396(miR15511I,) — 1.206(miR155II;) — 1.605(Ki67; = 20% )}’

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

Jako prakticky ndvod aplikace a uZiti tohoto vzorce si stanovime pacientku s Ki-67<20% a
dostupnou hodnotou miR-24 v bodé Il (naméfend hodnota 2.00), v tom pfipadé je riziko
relapsu 8,31% (podle b). Naproti tomu, pokud chceme znat hodnotu exprese miR-155 v bodé
Il u pacientky s Ki-67>20% a rizikem relapsu 90%, vyjde nam podle a hodnota 10.3.

Shrnutim Ize konstatovat, Ze standardné stanovend hodnota Ki-67 spolu s expresi miR-155 a
miR-24 nam muiZe pomoci definovat pravdépodobnost rizika relapsu (0-100%) a zarover urcit
konkrétni hodnotu miR podle rizika relapsu (5%, 10%, ..., 90%). Kompletni kvantifikace
odhadovaného efektu rizikovych charakteristik spolu s odpovidajicimi hodnotami

standardnich odchylek a p hodnot je uvedena v tabulce 8.

85



Tab. 8: Predikce pravdépodobnosti relapsu

A. je dostupna hodnota miR-155

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

B. je dostupna hodnota miR-24

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

C. Jsou dostupné hodnoty miR-155 a miR-24 soucasné

Rizikové charakteristiky Odhad Stand. odchylka P-hodnota
Intercept 5.687 1.179 <0.001
miR-155 -0.396 0.190 0.038
miR-24 -1.206 0.591 0.041
Ki67>=20% -1.605 0.743 0.031
TNBC 0.681 2.331 0.770
HER2 pozitivni -0.282 2.028 0.889
Grade llI -1.197 0.949 0.207
Pozitivni LN -0.369 1.117 0.741
Chemoterapie (ano) -3.005 1.549 0.052
Radioterapie (ano) 1.709 1.337 0.201
Hormonalni terapie (ano) 1.298 1.939 0.503

Vysvétlivky tab. 8: Odhadovany efekt rizikovych faktor( se standardnimi odchylkami a
hodnotami p (A) zahrnujeme hodnoty exprese miR-155; (B) zahrnujeme hodnoty exprese miR-

24; nebo (C) zahrnujeme hodnoty exprese miR-155 a miR-24 soucasné.
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5. Diskuze

Casny karcinom prsu je nejéast&ji zhoubné nadorové onemocnéni u 7en, které je velice
heterogenni z hlediska patologického, molekularniho, prognostického a lécebného. Pacientky
s nizkym rizikem recidivy prezivaji trvale a jejich nemoc je definitivné vylécitelna, naproti tomu
pacientky s vysokym rizikem mohou recidivovat, lokdlné nebo systémové a karcinom prsu
vede i pfes komplexni onkologickou lécbu k jejich smrti.

Vzhledem k soucasnym lé¢ebnym mozZnostem je, pro dlouhodobou progndézu pacientek,
zasadni spravné definovat individualni riziko recidivy a jejich pooperacéni nebo predoperacni
protinadorovou lécbu adekvatné prizplsobit. V Iééebné rozvaze hleddme rovnovahu v indikaci
chemoterapie, cilené Ié¢by a hormonoterapie, abychom pacientky nepodlécovali a naopak
neprelécovali. Podléceni zvysuje riziko vyhnutelnych recidiv a zvy$ena intenzita protinadorové
|éCby prinasi dlouhodoba rizika pro organismus s moznymi trvalymi nasledky. Hledani vysoce
specifickych, senzitivnich a personalizovanych prognostickych biomarker(i a prediktivnich
biomarker ucinku protinddorové |écby tak predstavuje jeden z hlavnich smérl vyzkumu
karcinomu prsu.

Zakladni a klinicky vyzkum definoval hlavni molekuldrni déje, které pravdépodobné vedou ke
vzniku, udrZeni a rozvoji onkologického onemocnéni. Byly popsany genetické a epigenetické
zmény iniciace, diferenciace, apoptdzy, bunécného cyklu, angiogenezy, epitelidlné-
mezenchymalni tranzice, vlivi nddorového mikroprostredi a imunity (Hanahan D., Weinberg
RE., 2011). Molekularni vyzkum umoznil urcit zakladni signalni drahy a zmény na bunécné
urovni, které predstavuiji fidici déje vzniku a udrzeni nadorového procesu, jejich detekce miize
hrat roli jak prognostickou, tak i prediktivni. Zaroven se s pomoci transla¢niho vyzkumu cela

Y P4

fada definovanych signdlnich cest vyuZiva Ié¢ebné k cilenému ovlivnéni nadorového procesu.
Recidivy a metastazovani predstavuji hlavni pficiny dmrti na nddorova onemocnéni, vyzkum
se proto snazi o jejich prevenci uréenim rizikovych pacientll a pfipadnou casnou detekci a
|éCebné ovlivnéni. Terorie, kterd definuje metastazovani jako vrozenou vlasnost nadort, ma
oporu v dostupnych datech z vyzkumu a diky témto skute¢nostem lze progndzu karcinomu
prsu urcit jiz v dobé diagndzy a individudlné prizpUsobit rozsah a intenzitu onkologické Iécby
(Huo D. et al., 2016, Madhavan D. et al., 2016).

V soucasnosti mame pfi rozhodovani o progndze pacientek s karcinomem prsu a co
nejindividualnéjsSim planovani komplexni onkologické lécby k dispozici markery klinické,
patologické a molekularni. Mezi klinické markery patfti klinické stadium v dobé diagndzy

s v

nadorového onemocnéni, obecné plati, Ze ¢im je nador pokrocilejsi, tim horsi ma progndzu.
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Vyznamnym omezenim je to, Ze nelze pouze na zakladé klinického stadia, urcit optimalni [écbu
u kazdé jednotlivé pacientky. Slozité déje vzniku a udrZeni nddorového procesu, vlivy
genetické, epigenetické, stav imunity a dalsi modifikuji vyvoj, kterym se nadorovy proces bude
ubirat. Pacientky s pokrocilym nadorem mohou mit nakonec progndzu vyznamné lepsi nez
pacientky s minimalnim rozsahem nemoci. Patologické markery umoZnuji zvysit
prognostickou silu klinickych markerd, z rozsahlych studii vychazi hodnoceni diferenciace
nadoru a jeho proliferacni aktivity jako vyznamné nezdvislé prognostické markery. Dalsi
patologické markery, stanoveni HR a HER2, predstavuji nejenom prognostické markery, ale
umoznuji predikovat ucinek cilené terapie (hormonadlni, anti-HER2). Vzhledem ke sloZitosti
nadorového procesu ovsem ani kombinace klinickych a patologickych markerli nema
dostatecénou silu pfi individualizovaném rozhodovani.

Jako krok ke skute¢né personalizované mediciné se jevi rozvoj riznych molekuldrnich metod
a markerQ, v pripadé karcinomu prsu jsou nejdale genomické eseje hodnotici rdzné geny
zodpovédné za fizeni karcinomu prsu (Sorlie T. et al., 2001, Sotiriou C. et al., 2009). | ptes jejich
vysokou senzitivitu a specificitu, potvrzenou velkymi studiemi, je nevyhoda v malé shodé
hodnoceni prognostického rizika mezi riznymi metodami uzitymi u jednoho pacienta (Gyorffy
B. et al.,, 2015). Druhou nevyhodou je to, Ze se aplikuji pouze na vzorky nadorové tkang,
vyZaduje se tak pokaZzdé nova biopsie. Rozvoj molekularnich metod umoznil detekci markerd,
které cirkuluji v krvi a jsou odrazem molekularnich déja na Urovni nddoru a celého organismu.
Tyto tzv. tekuté biopsie (liquid biopsy) pfedstavuji minimalné invazivni sledovani nddorového
procesu od ¢asnych fazi rozvoje aZ po vznik metastaz (Heitzer E. et al., 2015, Cheng F. et al.,
2016, Ignatiadis M. et al., 2014). Dale Ize, pfi jejich opakovaném hodnoceni béhem lécby, urcit
prevladajici fidici mutace, pripadné detekovat Casnou rezistenci k |écbé a terapii tak
dynamicky individualizovat. Vyuziti cirkulujicich biomarker( Ize také efektivné vyuzit pfi
sledovani jiz vyléCenych pacientl a vcas zjistit riziko rozvoje recidiv a metastazovani, u
nékterych metod s mnohamési¢nim predstihem oproti konvenénim zobrazovacim metodam
(Madhavan D. et al., 2016). Nejdale jsou metody hodnoceni cirkulujicich nadorovych bunék,
bezbunécné nadorové DNA a v poslednich letech studium dalSich forem nukleovych kyselin
(nekodujici RNA), mezi které patfi i mikroRNA.

Kombinace vice prognostickych markerll a metod zpresnuje a individualizuje onkologickou
|éCbu, v soucasnosti dostupné metody vsak stale nedosahuji senzitivitou a specificitou na
skutecné personalizovanou medicinu.

Idedlni biomarker by mél mit dostatecnou senzitivitu, specificitu, pozitivni a negativni

prognostickou silu. Mél by odlisit s pravdépodobnosti bliZici se 100% pacientky vysokého a
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nizkého rizika a umoznit vysoce individualni planovani protinadorové lécby. V neposledni fadé
je pro idedlni biomarker vhodnd zavedend analytickd metoda s dostatec¢nou kapacitou (high-
throughput) a citlivosti pro detekci i minimalniho mnozZstvi biomarkeru. Idedlni analyticka
metoda by méla byt dostatecné standardizovand, relativné snadno proveditelna,
opakovatelna a s odpovidajici cenou.

V tomto ramci se nachdzelo i naSe uvazovani pfi koncepci predkladaného projektu, ktery byl
veden myslenkou vyzkumu molekuldrnich prognostickych marker(. Nasim cilem bylo na
vzorku pacientek s ¢asnym karcinomem prsu zjistit expresi onkogennich mikroRNA v séru,
zmény v zavislosti na onkologické 1é¢bé, pouZitelnost pfi monitoraci onemocnéni a podle
rozdill v expresi u pacientek vysokého a nizkého rizika v zavislosti na preZiti urcit jejich
prognosticky potencidl.

Cilové mikroRNA naseho projektu byly vybrany podle znalosti o jejich plsobeni pfi vzniku a
udrzeni nadorového procesu, vychazeli jsme z experimentalnich praci, které urcily cilové
struktury pasobeni jednotlivych miR a dale z dat transla¢niho vyzkumu jejich diagnostického,
prognostického a prediktivniho potencialu. Hlavni cile plisobeni miR-155, miR-24, miR-181b a
miR-19a byly uvedeny v obecném Uvodu, jejich plisobeni je na Urovni fizeni bunééného cyklu,
nadorovych kmenovych bunék, apoptdzy, epitelidlné-mezenchymalni tranzice a angiogeneze.
Jako namdtkou lze zminit vyznamny vliv miR-19 a celého miR-17-92 klastru v patogenezi
trojité-negativniho karcinomu prsu (Farazi TA. et al., 2011). V dalsi publikaci byla definovana
vyznamna role miR-181b u agresivnich karcinom( prsu charakterizovanych vysokym gradem,
Ki-67 a trojitou negativitou (Bisso A. et al., 2013). Role miR-181b byla davana do souvislosti se
snizenou regulaci ATM a vlivem na odpovéd na poskozeni DNA (Bisso A. et al., 2013). miR-24
hraje dllezitou roli v metastatickém potencidlu karcinomu prsu cestou epitelialné-
mezenchymalni tranzice (Papadimitriou E. et al., 2012). V jiné experimentdlni praci byl
prometastaticky potencial miR-24 dan do vztahu ovlivnénim antimetastatického genu
prosaposinu (Ell B. et al., 2014). Nezastupitelnou roli u karcinomu prsu hraje i plisobeni miR-
24 cestou MYC a represe SPRY2 s naslednou aktivaci MAPK (Li X. et al., 2013). Role miR-155 v
patogenezi a udrZeni nadorového procesu byla v literatufe hojné popsana. Z hlediska
metastatického potencidlu je zajimavy proangiogenni ulinek zprostfedkovany cestou
produktu VHL genu (Kong W. et al., 2014). Jina studie byla zajimava s ohledem na pooperacni
ozafovani, byla dana do souvislosti exprese miR-155 se sniZzenou efektivitou homolognich
rekombinantnich oprav DNA a zvysSenou citlivosti k ozafovani ovlivnénim exprese RAD51 s
naslednou akcelerovanou klonalni evoluci nadorovych kmenovych bunék (Gasparini P. et al.,

2014a). Vyzkum roli jednotlivych mikroRNA v patogenezi karcinomu prsu roste geometrickou
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fadou a pribyva rada publikaci (Serpico D. et al., 2014, Bertoli G. et al., 2015, Goh JN. et al.,
2016, Dvinge H. et al., 2013). Vycet pusobeni nami vybranych onkogennich miR na patogenezu
karcinomu prsu je rozsahly a predstavuje desitky regulovanych gen.

V prvni fazi projektu jsme zjistovali expresi miR-155, miR-24, miR-181b a miR-19a v sérech
pacientek s ¢asnym karcinomem prsu v porovnani se zdravymi kontrolami v dobé diagndzy.
Jednotlivé onkogenni miR byly vyznamné zvySené exprimované u pacientek s karcinomem
prsu oproti zdravym kontrolam. Z ndmi zjsténych dat byly vyznamné zvysené hodnory exprese
u Casti, ale ne vSech pacientek s karcinomem prsu, zastoupeni zvySené exprimovanych miR se
liSilo u jednotlivych pacientek. Tento fakt dokumentuji udaje i od jinych autorl napfi¢
publikacemi, jak bylo uvedeno v obecné ¢dasti a dokladd patologickou a molekularni
heterogenitu karcinomu prsu (Wang F. et al., 2010, Chen X. et al., 2008, Weber JA. et al., 2010,
Cortez MA. et al., 2011, Schwarzenbach H. et al., 2011, Kosaka N. et al., 2010, Brase JC. et al.,
2010, Larrea E. et al., 2016, Si H. et al., 2013). Odlisnosti mezi publikacemi z hlediska zmén
exprese jednotlivych miR a jejich setl jsou dané rlznymi studovanymi populacemi,
pokrocilosti nadorl, absolvovanou lécbou, rozdily v hodnoceném materialu, extrakénich a
detekénich metoddach, normalizanich strategiich a aplikovanych statistickych modelech. |
pres tyto rozdily je zdkladni shoda na tom, Zze onkogenni miR jsou v dobé diagndzy karcinomu
prsu zvysené exprimované oproti zdravym kontroldm a mohou byt tak povaZované za
diagnosticky marker (Amorim M. et al., 2016, Armand-Labit V., Pradines A., 2017). Pokud jsme
hodnotili vice miR najednou, vzristala jejich informativni hodnota a odlisSnost od zdravych
kontrol. To je opét ve shodé s fadou publikaci, které definovaly vyssi senzitivitu a specificitu
monitorovani exprese miR, pokud se kombinuje vice miR oproti jednotlivym miR (Blenkiron C.
et al., 2007, Endo Y. et al., 2013, lorio MV. et al., 2005, de Rinaldis E. et al., 2013). Tento fakt
vychdzi z vyse popsané heterogenity karcinomu prsu, jednotlivé miR ovliviiuji rlizné signaini
cesty a maji rizné role v patogenezi karcinomu prsu, kombinace miR tak mohou pokryt vice

patogenetickych mechanism( (Bertoli G. et al., 2015, Frixa T. et al., 2017).

Pro potvrzeni produkce miR nddorem jsme doplnili nas projekt o vyhodnoceni nékolika nador
a okolni nenadorové tkané na expresi cilovych miR. Vyznamna vétsina nadord zvysené
exprimovala onkogenni miR, v rlizném poméru a zastoupeni a odpovidala sérovym hodnotam
pacientek. Naproti tomu okolni nenadorova tkan neexprimovala onkogenni miR, respektive
jejich exprese nebyla vyznamna a bliZila se expresi zdravych kontrol. Jak bylo uvedeno v
obecné (asti, je tento fakt ve shodé s dostupnymi daty a umoZniuje stanovovat expresi
cirkulujicich mikroRNA v krvi jako molekularni obraz nadoru (Mo MH. et al., 2012). Vedle

pfimé produkce nadorem jsou cirkulujici miR ovlivnény reakci organismu na pritomnost
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nadorového procesu, jejich exprese tak muze byt modifikovana napf. imunitni reakci na nador
nebo operacni vykon. Tento fakt s sebou nese urcité riziko faleSného ovlivnéni hodnot exprese
a vyzaduje spravné nacasovani odbéru krve s ohledem na operaci a pfipadné zanétlivé

komplikace.

Prvni faze projektu potvrdila zakladni hypotézu o zvysené expresi onkogennich miR v sérech
pacientek s karcinomem prsu, jejich odliSné poméry a zastoupeni mezi jednotlivymi
pacientkami. Ddle potvrdila uZite¢nost monitorovani vice miR najednou, protoze se zvysuje
jejich informativni hodnota. V neposledni fadé byla prvni faze projektu urcena ke zjiSténi
aplikovatelnosti nami vybranych metod extrakce, detekce a normalizacni strategie. V
obecném uvodu byla metoda detekce pomoci reverzni transkripce a kvantitativni PCR v
realném Case se specifickymi primery hodnocena jako uréity standard pro stanoveni exprese
znamych mikroRNA (Ono S. et al., 2015). Metody reverzni transkripce RNA do cDNA a RT-qPCR
jsou v soucasnosti dobre propracované a diky automatizaci a kompletnim analytickym kitim
jsou rychlé a dostupné. Metody sekvenovani nové generace jsou vhodné pro vysokokapacitni
screening a hledani novych miR a jejich cild. Poskytuji velké mnoiZstvi dat, které je nutné
zpravovdvat komplexnimi biostatistickymi nastroji, aby jejich vytéznost byla skutecné
vyuzitelnd (Wu X. et al.,, 2012). Jako normalizacni strategie byla vybrana let-7a, ktera
vykazovala stabilni expresi u zdravych a nemocnych (viz Vyhodnoceni qPCR). Normalizaéni
strategie nejsou v publikacich jednotné, coZ pfinasi dalsi analytické divody odlisnych vysledka
mezi studiemi. Obecné je doporucované uziti miR ze stejné skupiny z divodu stejny fyzikalné-
chemickych vlastnosti, dale se doporucuje vyufZiti vice normalizacnich miR ke zvyseni citlivosti
(Schwarzenbach H. et al., 2015). Jsou formulované doporucené postupy pro normalizaci, ale
jejich aplikace neni zatim standardem (Farina NH. et al., 2014, www.gene-quantification.de).
V dalSim pokracovani projektu jsme hodnotili zmény exprese jednotlivych onkomiR v zavislosti
na fazi protinddorové |écby. Nase hypotéza predpokladala, Ze exprese onkogennich miR,
zvysené exprimovanych v dobé diagndzy karcinomu prsu, bude klesat s UspéSnou lé¢bou. U
¢asného karcinomu prsu by jedinym vyznamnym zdrojem produkce onkogennich miR mél byt
primarni nador a pfipadné postizené lymfatické uzliny. Po opera¢nim odstranéni nadoru a
lymfatik by tak méla produkce onkogennich miR vyznamné klesat na Uroven srovnatelnou se
zdravymi kontrolami. V nami zjisténych datech je dokumentovdno, Ze statisticky vyznamné
poklesla exprese miR-155, miR-24 a miR-181b s tendenci k normalizaci pro celou
neselektovanou kohortu pacientek po opera¢nim odstranéni nadoru a svodnych lymfatik.
miR-19a vykazovala vyssi stabilitu v bodé Il a signifikantné poklesla az po prvni |éCebné

modalité v odbérovém bodé Ill. Z vysledkl je patrné, Ze pokles exprese nebyl pozorovatelny
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u vsech pacientek, u nékterych pretrvavala zvySena hodnota exprese v porovnani se zdravymi
kontrolami. Vzhledem k tomu, Ze produkce onkogennich miR je vazana pfevdiné na nadorové
buriky, mize zvysena hodnota jejich exprese po odstranéni nadoru a protinadorové lécbé
predstavovat molekularni marker rezidudlni choroby. Tento nalez pfinasi potencial vyuZiti miR
v dlouhodobé monitoraci odlécenych pacientek.

V pokracovani projektu jsme pacientky rozdélili na skupinu vysokého a nizkého rizika pomoci
klinicko-patologickych marker( (viz Pacienti a metody). Tyto markery, jak bylo uvedeno v
obecném Uvodu, predstavuji v soucasnosti uzndvané faktory stratifikujici pacientky do
rizikovych skupin a volby druhu a intenzity onkologické |écby. Exprese jednotlivych miR a vyvoj
béhem onkologické 1écby se liSily ve skupiné nizkého a vysokého rizika. Pacientky vysokého
rizika vykazovaly zvySené hodnoty exprese jednotlivych onkomiR oproti zdravym kontrolam a
pacientkam nizkého rizika. Z nami zjisténych udajd vyplyva, Ze existuje definovatelna hodnota
exprese jednotlivych onkomiR, kterd ma diagnosticky potencial a rozliSuje pacientky vysokého
a nizkého rizika. Analyzou zmén exprese jednotlivych onkomiR v rliznych fazich Iécby v
zavislosti na rizikové skupiné bylo zjisténo, Ze onkomiR u pacientek vysokého rizika klesaly v
prabéhu celé Iécby, ale nedosahovaly normadlnich hodnot. Naproti tomu pacientky nizkého
rizika vykazovaly nevyznamny pokles hodnot exprese onkomiR po chirurgickém odstranéni
nadoru a nasledné zlstavaly prakticky konstatni v pribéhu lécby s priblizné stejnymi
hodnotami jako kontroly. Shrnuto, hodnoty exprese onkogennich miR u pacientek vysokého
rizika klesaji rychleji a vyznamnéji nez u pacientek nizkého rizika, ale nedosahnou po
onkologické lécbé normalnich hodnot exprese na rozdil od pacientek nizkého rizika. Tato
zjiSténd data potvrzuji hypotézu vyuZitelnosti onkogennich miR jako pomocného
diagnostického markeru umoznujiciho odlisit zdravé a nemocné, stratifikovat pacientky podle
rizikové skupiny a monitorovat odlécené pacientky z hlediska dynamiky vyvoje hodnot
exprese miR.

Vyssi hodnoty exprese onkogennich miR u vétsiho poctu pacientek vysokého rizika, které
pretrvavaly po operaci a nasledné onkologické |écbé nejsou prekvapivym zjisténim. Tento Udaj
muze svédcit pro molekularni rezidualni nemoc, kdy je zvySend produkce onkogennich miR
realizovana jednotlivymi nadorovymi burikami. Tyto nadorové buriky mohou byt ve formé
cirkulujicich (CTC) nebo diseminovanych (DTC) bunék, jejich potencial ve zvySeném riziku
budoucich recidiv byl popsan v literature (Krawczyk N. et al. 2014, Rack B. et al., 2014, Cabel
L. etal., 2017). Jak CTC tak DTC predstavuji zasobu nadorovych bunék, z nichz nékteré vykazuji
znaky nadorovych kmenovych bunék a epitelidlné-mezenchymalni tranzice (Grzelak CA.,

Ghajar CM., 2017, Linde N. et al., 2016, Melzer C. et al., 2017). Tyto nadorové burky maji
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schopnost dlouhodobé prezivat v klidovém stadiu v cirkulaci nebo v jednotlivych organech a
mohou byt pfi¢inou budoucich recidiv. Indikace chemoterapie po odstranéni nadoru a
svodnych lymfatik je zacilena na tyto nadorové bunky s cilem maximalni eradikace
onkologického onemocnéni. Nasledny pokles a normalizace onkogennich miR po
protinadorové 1écbé mlze znamenat vymizeni téchto CTC a DTC. Je ziejmé, Ze potencial
chemoterapie neni v Gplném vycisténi organismu od vSech CTC a DTC, zbytek nemoci mizZe
efektivné eradikovat vlastni imunitni systém a hormonalni |écba.

Vedle dat zjisténych pro pacientky vysokého rizika, byla zajimava data pro pacientky nizkého
rizika. Pacientky nizkého rizika vykazovaly normalizaci exprese onkogennich miR jiz po
operacnim odstranéni nadoru, ovSsem tato normalizace nebyla patrnd u vSech pacientek.
Jednim dlvodem je to, Ze nékteré miR mohou odrazZet také déje na uUrovni nadorového
mikroprostiedi, imunity a obecné reakce na operacni vykon. Druhym dlvodem je, Ze cast
pacientek klinicko-patologicky nizkého rizika, je molekularné v riziku vysokém a
pravdépodobnost relapsu je srovnatelnd s pacientkami vysokého rizika. Tento udaj
predstavuje pfidanou hodnotu molekuldrnich metod a umoznuje vyselektovat molekularné
vysoce rizikové pacientky ve skupiné, ktera je definovana na zakladé klinicko-patologickych
marker( jako nizké riziko.

Monitorovani onkogennich miR tak funguje vice zplsoby, prvni je v urceni rizikové skupiny,
podle které aplikujeme dostatecné intenzivni protinadorovou lécbu. Dalsi je v nasledném
sledovani efektivity IéCby, kdy by po Uspésné chemoterapii mélo dojit k poklesu a normalizaci
hladin miR. V neposledni fadé je sledovani hladin exprese onkogennich miR uZite¢né v
monitoraci dynamiky nemoci u odlécenych pacientek, které podstupuji rutinni sledovani.
Vzhledem k poctu recidiv v nasem souboru nebyl projekt zaméren na vyuZitelnost monitorace
odlécenych pacientek. Z uvedenych dat bylo patrné, Ze pacientky s recidivami, které odevzdaly
krev v dobé relapsu onemocnéni (odbérovy bod 1V), vykazovaly vyznamnou elevaci
onkogennich miR. V dalSim pokracovani naseho projektu bychom se chtéli zaméfit na
dlouhodobé hodnoceni zmén exprese mikroRNA u odlé€enych pacientek a definovat jejich
uzite€nost v monitoraci nemoci. Pro sledovani odlécenych pacientek mame v soucasnosti k
dispozici klinické vySetreni, zobrazovaci metody a biochemické markery (CEA, CA 15-3).
Vsechny metody jsou zatiZzené nizkou senzitivitou a specificitou, ¢asto se zachyti pacientky az
ve stadiu pokrocilé recidivy s vyjadirenym metastazovanim. Citlivé molekularni metody tak
mohou predstavovat mozZnost jak v€as detekovat hrozici recidivu onemocnéni a zahdjit

protinddorovou léCbu s potencialné kurativnim zamérem.
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Posledni faze projektu byla zamérena na zhodnoceni prognostického potencialu sérové
exprese onkogennich miR a jejich porovnani s klinicko-patologickymi markery. Vzhledem k
tomu, Ze se jednalo o projekt prospektivni a recidivy ¢asného karcinomu prsu nastavaji typicky
mezi 2.-5. rokem od diagndzy, prizpUsobili jsme tomu dobu sledovani naseho souboru. V
koneéném hodnoceni byl median sledovani 73 mésicl, ktery lze povaZovat za dostatecny.
Recidivonemocnéni jsme v dobé statistického zpracovani zachytili celkem 13, coZ pfedstavuje
10% a odpovida progndze ¢asného karcinomu prsu v neselektované skupiné.

Exprese onkogennich miR byla zfetelné zvySend v odbérovych bodech II-IV ve skupiné
pacientek s relapsem oproti pacientkdm bez relapsu. Sérové hodnoty exprese miR-155
pacientek s relapsem byly zvySené v dobé diagndzy a postupné klesaly béhem Iécby, v dobé
relapsu se hodnoty exprese miR-155 zvysSovaly a prekonaly pooperacni hodnotu. Sérové
hodnoty miR-24 u pacientek s relapsem zietelné klesaly po operaci ze zvySenych
predoperacnich hodnot. Kromé toho byly sérové hodnoty miR-24 vyssi u pacientek s relapsem
ve srovnani s pacientkami bez relapsu v kazdém bodé. Multivariantni GEE model prokazal, Ze
miR-155 a miR-24 byly prognostické z hlediska relapsu ve vSech bodech odbéru a specificky v
bodé Il (po operaci). Sérové hodnoty exprese miR-19a a miR-181b mérené ve vsech bodech
nebyly z hlediska odhadu rizika relapsu signifikantni, nesignifkantni z hlediska predpovédi
pravdépodobnosti relapsu zlstaly i hodnoty miR-19a a miR-181b mérené specificky po

operaci (bod ).

Nami zjiSténé uadaje potvrdily pro miR-155 a miR-24 jejich vyznam v predikci
pravdépodobnosti relapsu karcinomu prsu. Prognosticky vyznam nebyl potvrzen pro miR-
181b a miR-19ai presto, Ze patfi mezi vyznamné onkogenni miR. Jak bylo uvedeno v obecném
uvodu, porovnani jednotlivych publikaci vzajemné mezi sebou prindsi urcité limitace. Mezi
publikacemi se lisi kohorty pacientek podle pokrocilosti onemocnéni, absolvované lécby,
analytickych metod, spektru a poc¢tu hodnocenych mikroRNA. Hodnoceni exprese miR-155 v
diagnostice, prognostice a predikci karcinomu prsu lze v publikacich nalézt pomérné casto,
hodnocené samostatné nebo spolu s dalsimi miR (Eichelser C. et al., 2013, Kim S. et al., 2015,
Dinami R. et al., 2014, Lu Z. et al., 2012). Jednd se o typickou onkogenni mikroRNA a jeji
molekularni plsobeni je na rlznych Urovnich iniciace, progrese a metastazovani, v obecném
Uvodu jsou uvedeny zakladni patofyziologické cesty plsobeni miR-155 u ndadorovych
onemocnéni. Jedna z experimentalnich praci se vénovala hodnoceni exprese miR-155 v sérech
pacientek s karcinomem prsu pomoci RT-gPCR (Guo J. et al., 2016). Prokazali vyznamné
zvysSenou expresi miR-155 u nemocnych v porovnani se zdravymi kontrolami, sérova exprese

signifikantné korelovala s klinickym staddiem nemoci a zvySovala se s pokrocilosti nemoci.
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Pacientky s vysokou expresi miR-155 vykazovaly horsi prognézu onkologického onemocnéni
nezavisle na absolvované |écbé (Guo J. et al., 2016). V dalsim experimentu autofi hodnotili
pomoci RT-gPCR vyznam sérové exprese miR-155 a zmény v zdvislosti na 1é¢bé u pacientek s
karcinomem prsu (Sun Y. et al., 2012). Opét prokazali vyznamné zvysené sérové exprese miR-
155 u nemocnych v porovndni se zdravymi. Dale zjistili vyznamny pokles exprese miR-155 po
operacnim zakroku a chemoterapii, ktery koreloval s prognézou pacientek (Sun Y. et al., 2012).
Zmény exprese miR-155 nekorelovaly se zménami koncentrace v soucasnosti pouzivanych
marker( (CA 15-3, CEA, TPS). Oba tyto experimenty se shodly na uZitecnosti sledovani sérové
exprese miR-155 béhem diagndzy, |écby a sledovani pacientek s karcinomem prsu. miR-24
hraje dle dostupné literatury daleZitou roli v jednotlivych krocich kancerogeneze karcinomu
prsu (Lin SC. et al., 2010, Musto A. et al., 2015, Amelio |. et al., 2012, Roy L. et al., 2015). Podle
online databdze MIRUMIR, ktera analyzuje mikroRNA jako potencidlni biomarkery, je vysoka
exprese miR-24 spojena s horsi progndzou karcinomu prsu (Antonov AV. et al., 2013). Nami
uvedenad data tak jsou potvrzena v dalSich studiich a systematickych prehledech. Data ziskana
pro miR-181b a miR-19a neprokazala signifikantni vyznam pro stanoveni progndzy i pfesto, ze
jejich proliferacni, antiapoptoticky a prometastaticky potencial byl popsan (Farazi TA. et al.,
2011, Bisso A. et al., 2013, Serpico D. et al., 2014). Z nami zjisténych dat miR-181b a miR-19a
naddle predstavuji vyznamny diagnosticky a monitorovaci marker. Jejich hodnoty exprese v
dobé diagnézy jsou vyznamné vyssi nez zdravych kontrol a dynamika vyvoje béhem
onkologické Iécby a rozdily ve skupiné nizkého a vysokého rizika podporuji jejich vyuZitelnost

ve sledovani odlécenych pacientek.

Porovnani s literaturou je komplikované, jak bylo uvedeno v obecném uUvodu jednotlivé
projekty se liSily studovanymi kohortami, ¢asto byly hodnoceny urcité podskupiny karcinomu
prsu (TNBC, HER pozitivni, HR pozitivni) nikoliv cela neselektovana populace konsekutivnich
pacientek. Pomérné Casto se jednalo o retrospektivni zpracovani nador( nebo sér z biobank,
prospektivni projekty byly pomérné vzacné. Velka ¢ast dostupnych praci byla hodnocena na
vzorcich nadorové tkdané, pouze mensi ¢ast z nich sledovala cirkulujici biomarkery. DalSim
rozdilem byly i po¢ty a kombinace rGznych mikroRNA, odliSovaly se analytické metody a
biostatistické nastroje. Pro porovnani s nasSim projektem zmifuji nékteré prognosticky
zamérené publikace. Napftiklad pfi hodnoceni 2033 pacientek byly vazany vyssi hodnoty let-
7b v tumorech karcinomu prsu s lepsi progndzou v kohorté ER pozitivnich pacientek (Quesne
JL. et al., 2012). Jini autofti nalezli u zvySené exprese miR-7, miR-128a, miR-210 a miR-516-3p
u ER pozitivnich a LU negativnich pacientek kratsi interval do recidivy (Foekens JA. et al., 2008).

Pro ER pozitivni kohorty pacientek byl prognosticky potencial dale nalezen pro miR-10a, miR-
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126, miR-30c, miR-210 a miR-519a (Hoppe R. et al., 2013, Rodriguez-Gonzalez FG. et al., 2011,
Rothe F. et al,, 2011, Ward A. et al., 2014). Hodnoceni klastru 10 miR (miR-139-3p, miR-190b,
miR-204, miR-339-5p, miR-363, miR-365, miR-502-5p, miR-520c-3p, miR-520g/h, miRPlus-
E1130) bylo spojeno s klinickymi vysledky v kohorté ER pozitivnich pacientek lé¢enych
tamoxifenem, ale data nebylo mozné zopakovat dvéma nezavislymi pacientskymi kohortami
(Lyng MB. et al.,, 2012). Vysoké hodnoty exprese miR-210 koreluji s kratsSim DFS u ER
pozitivnich pacientek s ¢asnym karcinomem prsu, prognosticka sila miR-210 byla srovnatelna
s mMRNA genovymi esejemi, véetné 21 genového Oncotype Dx (Rothe F. et al., 2011).
Prognosticky vyznam miR-210 neni ovSem vazany pouze na ER pozitivni karcinomy, ale i dalsi
kohorty pacientek s karcinomem prsu (Foekens JA. et al., 2008, Hong L. et al., 2012, Buffa FM.
et al., 2011). Pro HER2 pozitivni pacientky byla nalezena prognosticka korelace s expresi miR-
21, miR-210 amiR-373 (Gong C. et al., 2011, Jung EJ. et al., 2012, Muller V. et al., 2014). Vysoké
hodnoty exprese miR-221 koreluji s postizenim lymfatickych uzlin a HER2 pozitivitou
(Falkenberg N. et al., 2013). Negativni prognosticky potencial miR-155 spolu s miR-16, miR-
125b, miR-21 a miR-374a pro trojité-negativni karcinom prsu prokazal Cascione a kol.
(Cascione L. et al., 2013). Gasparini a kol. zjistili prognosticky potencial miR-155 spolu s miR-
27a, miR-493 a miR-30e opét v kohorté trojité-negativnich karcinom( prsu, tyto 4 miRNA
odliSovaly vysoce a nizce rizikovou skupinu (Gasparini P. et al., 2014). Celd fada autor( urcila
prognosticky potencial riznych miR a jejich kombinaci u trojité-negativniho karcinomu prsu,
bez uvedeni ndmi hodnocenych mikroRNA (Graveel CR. et al., 2015). Nejcastéji se v
prognostickych esejich vyskytovaly u TNBC miR-10b, miR-21 a miR-155, které vSechny vykazuji
negativni prognostickou silu. Tyto miR jsou exprimované i v jinych typech bunék,
imunomodulacénich a mezenchymalnich, které hraji vyznamnou roli v okolnim mikroprostredi
karcinomu prsu (Sempere LF. et al., 2010, Susman S. et al., 2014). ZvySena exprese miR-21
podporuje myofibrogenezu, reguluje antimetastatické a proapoptotické geny (RECK, SPRY1/2,
PDCD-4, PTEN). Vlysoké hodnoty exprese miR-21 v okolnim stromatu ¢asnych TNBC korelovaly
s kratSim intervalem do progrese a prezitim (Mackenzie TA. et al., 2014). ZvySena exprese
cirkulujici miR-10b byla pozorovana u pacientek s postizenim lymfatickych uzlin (Chen W. et
al., 2013). Naproti tomu korelace s hodnotami exprese miR-10b a DFS a OS nebyla prokazana
(Gee HE. et al.,, 2008). Pres vsechny rozdily v bazdlnim a translacnim vyzkumu miR v
monitorovani sérovych hodnot exprese je vétSina autor(l presvédcena o jejich vyznamu a
budoucim potencidlu prohloubeni znalosti o molekularni podstaté patogeneze karcinomu

prsu.
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Na hodnoceni prognostického vyznamu onkogennich miR navazovala multivariantni analyza
porovnavajici vzdjemné vztahy a zavislosti hodnoceni miR a jednotlivych klinicko-
patologickych marker(. Z nami zjisténych dat neovliviiovaly HER2, TNBC, grading a stav
lymfatickych uzlin predikci pravdépodobnosti rizika relapsu stanoveného pomoci miR-155 a
miR-24. Jediny marker, ktery zpfesfoval predikci progndzy spolu s hodnocenim miR-155 a
miR-24 byla exprese prolifera¢niho indexu Ki-67 nad 20%. Vzajemna nezdvislost uvedenych
klinicko-patologickych markerii a miR je duleZitd informace, protoZze umoznuje oddélené
hodnoceni a stanoveni rizika relapsu pomoci jednotlivych markerG. Jejich spoleénym
hodnocenim se dale zpresniuje rozdéleni do rizikovych skupin a optimalizace a individualizace
onkologické 1écby. Vliv Ki-67>20% na zpresnéni progndzy karcinomu prsu neni prekvapivy, v
obecném uvodu byl vyznam proliferaéniho indexu zminén, jak samostatné hodnoceni pomoci
imunohistochemie, tak i zastoupeni gen( proliferace v genomickych esejich. Predchozi
experimentalni prace prokdazala korelaci mezi expresi Ki-67 a hladinami miR-155 v nadorovych
bunkach (Bacci M. et al., 2016). Pro vylouceni vlivu absolvované lécby jsme porovnali v
multivariantni analyze také chemoterapii, hormonoterapii a radioterapii a opét jsme
nezaznamenali vyznamny vliv na zmény exprese miR-155 a miR-24 v jednotlivych fazich I1écby.
Toto zjiSténi opét dokumentuje nezavislost prognostického vyznamu miR-155 a miR-24 u
¢asného karcinomu prsu.

Data z predkladaného projektu predstavuji jeden z mnoha pohledl na sloZitost patogeneze
karcinomu prsu, jeho vzniku a recidivach. Definovani roli mikroRNA u karcinomu prsu
predstavuje smér vyzkumu, ktery mize v budoucnosti prispét k dalSimu zlepSeni diagnostiky,
prognostiky a predikce terapie tohoto vyznamného onemocnéni. V neposledni radé je
odhaleni signalnich cest, které ovliviiuji rizné mikroRNA zakladem pro vyvoj cilené terapie. |
pfes nespornd pozitiva je studium mikroRNA zatizeno celou fadou limitaci, které je nutné
prekonat, aby jejich hodnoceni ziskalo dostatecnou validitu a interpretovatelnost (Huo D. et
al., 2016).

Prvnim omezenim nebo obtiznosti interpretace hodnoceni mikroRNA ve tkanich nebo
tekutinach vychazi ze samotné podstaty miR, kdy diky nizké vazebné specificité mizZe jedna
mikroRNA ovliviiovat stovky mRNA a protein(. Rozsah a zpUsob ovlivnéni cilovych gend se lisi
a je determinovan druhem onkologického onemocnéni, jeho fazi, typem bunék a mnoha
dalsimi, ¢asto neznamymi, faktory (Di Leva G. et al., 2014). Interpretace dosaZzenych vysledku
mUiZe byt napfi¢ publikacemi odliSnd a nékdy i zcela opacna. Vétsina metod, které jsou
schopné hodnotit s velikou citlivosti zmény na drovni rliznych druh( nukleovych kyselin a

Casto soucasné stanovit desitky az tisice mutaci pfinasi vyrazné interpretacni obtize. Pti nalezu
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celé rady molekularnich zmén je obtiZzné stanovit ty, které patii mezi fidici v patogenezi a
rozvoji nddorového procesu.

Dalsi limitace je ve zplsobu detekce, zrald mikroRNA i pres vyhody robustniho bioanalytu,
plsobi zaroven vyzvy pro specifické a senzitivni detekéni techniky (Leidner RS. et al., 2013).
Platformy zaloZené na microarray byly prilomem umoznujicim vysokokapacitni charakterizaci
exprese mikroRNA ve tkanich. Jejich nevyhodou je potfeba velkého mnozstvi vzorku, které je
¢ini obtizné pouZitelné pro hodnoceni krve a dalSich tekutin s nizkym obsahem a koncentraci
mikroRNA. Tato limitace se ¢aste¢né vyresila vyuzitim kvantitativni PCR s reverzni transkripci,
ktera umoznuje detekci malého poctu kopii miR. V soucasnosti jsou nejmoderné;jsi analytické
techniky NanoString a RNA-Seq schopné detekovat jednotlivé molekuly (De Cecco L. et al.,
2013, Zhang X. et al., 2013, de Planell-Saguer M. et al., 2013, Pritchard CC. et al., 2012). V
nasem vyzkumu jsme pouzili specidlné upravenou a propracovanou metodu zaloZzenou na
kvantitativni RT-PCR v realném case, kterd umoznuje senzitivni a specifickou detekci sérové
exprese mikroRNA podle specifickych primeru.

Hodnoceni mikroRNA v krvi je vyhodnéjsi neZ ve tkanich s ohledem na minimalni invazivitu
krevniho odbéru, cirkulujici bezbunécné mikroRNA predstavuji velice slibny biomarker diky
své vysoké stabilité (Taylor DD. et al., 2013). MikroRNA v cirkulaci mohou vychazet z odlisnych
bunécénych typd primarniho nadoru a odrazeji: 1) mnoistvi lyzovanych nadorovych bunék
nebo bunék v nadorovém mikroprostredi, 2) mnoZstvi bunék exprimujicich a secernujicich
specifické miRNA, 3) mnoZstvi bunék aktivujicich zanétlivou a jiné fyziologické reakce proti
nadoru. V idedlnim pripadé odpovida spektrum cirkulujicich mikroRNA tém, které jsou primo
produkované nadorem, ale ve vSech publikacich byla zietelnd nizsi exprese v séru oproti
tumorové tkdani (Schrijver W. et al., 2017). Pro stanoveni cirkulujicich miR lze pouZit plnou
krev, sérum nebo plazmu. PIna krev obsahuje radu bunéénych elementl (leukocyty,
trombocyty, erytrocyty), které vylucuji vlastni miR a komplikuji interpretaci vysledk(. Sérum
obsahuje pouze proteiny a dalsi cirkulujici molekuly, bez bunéénych ¢astic. Plazma, jako
nesrazliva krev, obsahuje bunécné elementy, srazlivé faktory, proteiny a cirkulujici molekuly,
které nemusi byt obsaZeny v séru. Pfi zpracovani vzorkd muZe situaci komplikovat hemolyza,
ktera uvolni do séra nebo plazmy specifické miR obsazené v krvinkdch. Byla provedeno nékolik
studii a jevi se, Ze koncentrace miR je ponékud vyssi v séru nez v plazmé, pfimé srovnani je tak
problematické (WangK. et al., 2012). V naSem experimentu jsme primarné volili krevni sérum,
jehoz zpracovani je jednoduché, pfinasi dostatecné mnozstvi RNA pro prepis, zpracovani a

detekci mikroRNA.
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Vedle volby zplsobu zpracovani vzorku a volby detekéni techniky, je vyznamny prvek
normalizace cirkulujicich mikroRNA. Vzhledem k rlznym zdrojim produkce cirkulujicich
mikroRNA neni volba referenéni miR nebo jinych ncRNA jednoznac¢né definovana, vyse byly
zminéné nékteré doporucené postupy. V naSem experimentu byla zvolena jako referenéni let-
7a vzhledem ke stabilité v raznych tkanich a stabilité mezi nadorovymi pacienty a
nenadorovymi kontrolami (Song J. et al., 2012, Kim SJ. et al., 2012, Liu Y. et al., 2013, Cai WY.
et al,, 2013, Zhao H. et al., 2010, Newman MA. et al., 2008).

Celd fada studii hodnotila rozdily v expresi mezi nemocnymi s karcinomem prsu a zdravymi
kontrolami, mezi jednotlivymi kohortami karcinomu prsu, podle absolvované lécby, podle
rGznych fazi 1éCby ve snaze zjistit diagnosticky, prognosticky a prediktivni potencial. Porovnani
rGznych studii je velice obtizné pro vyznamné odlisnosti v charakteristikach pacientl, designu
experiment(, pripravé vzork(l a metodologii detekce. Tyto faktory pfedstavuji dalsi limitace v
porovnavani vyzkumu mikroRNA mezi jednotlivymi autory a zobecnéni jejich vysledkd.

Za hlavni pozitiva naseho projektu povazuji jeho prospektivni charakter a dobu sledovani,
ktera v medianu pokryva hlavni obdobi recidiv ¢asného karcinomu prsu. Dale se potvrdil
diagnosticky potencidl ndmi zvolenych mikroRNA, byly vyznamné odliSitelné hodnoty exprese
u zdravych a nemocnych. Po rozdéleni pacientek do rizikovych skupin byly odlisné hodnoty
exprese mezi nizkym a vysokym rizikem. Tento Udaj tak dokumentuje vyuZitelnost miR jako
pomocného nastroje stratifikace dle rizikové skupiny. Dynamika vyvoje exprese béhem |écby
karcinomu prsu vykazovala odliSnosti mezi rizikovymi skupinami, coz dale podporuje
prognosticky potencial. ZvySené hodnoty exprese miR u nékterych pacientek po dokoncené
onkologické 1é¢bé mohou predstavovat molekuldrni marker rezidudlni choroby. Zarovén lze
sledovanim hodnot exprese a dynamiky jejich vyvoje u odlécenych pacientek monitorovat
chorobu a s predstihem oproti konvenénim metodam zachytit recidivy. Monitorace
odléfenych pacientek pomoci miR bude cilem pokraCovani naseho projektu. Vyznamné
pozitivum je potvrzeni hlavniho cile naseho projektu, prognostického potencidlu miR-155 a
miR-24 a jeho nezdvislost na ostatnich parametrech. Nepotvrzeni prognostického vyznamu
miR-181b a miR-19a byl pfekvapenim, vzhledem k jejich onkogenni roli, ale s ohledem na
sloZitost kancerogeneze vysvétlitelny.

Za hlavni limitaci naSeho projektu povaZuji velikost souboru se kterym souvisi pocet
zachycenych recidiv. Pro klinickou aplikovatelnost hodnoceni exprese miR a vyuZiti v
kazdodenni klinické praxi je nutné provést validac¢ni studii s kohortou v poctu jednotek tisic
pacientek. V soucasnosti rozsifujeme projekt o vyuZiti vzorkid z biobank onkologickych center

v CR s cilem validace zjisténych dat. Timto postupem bychom vyloucili i dal$i limitaci naseho
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projektu, kterd byla dana tim, Ze byl veden pouze na jednom pracovisti. Jistym omezenim
muze byt i pocet hodnocenych miR, zvolili jsem ¢tyfi onkogenni miR vzhledem k tomu, Ze se
jednalo o testovaci projekt. V budoucnosti budeme hodnoceny panel rozSifovat podle
dostupnych udajli o vyznamu jednotlivych miR v patogenezi karcinomu prsu. S tim souvisi také
zamér sledovat, paralelné spolu s miR, cirkulujici nddorovou DNA, ktera umoznuje dynamicky
pohled na zmény béhem protinadorové lécby.

Budoucnost vyuZiti exprese mikroRNA jako biomarkerl nadorovych onemocnéni se jevi
slibné. Jejich chemicka stabilita ve tkanich a télesnych tekutinach, stejné jako ovlivnéni desitek
a stovek bunécnych signalnich cest jsou atraktivni pro dalsi vyzkum. U karcinomu prsu je zatim
mald shoda na hodnoceni jednotlivych miR a jejich kombinaci mezi jednotlivymi studiemi,
nezavisle na tom jestli jsou sledované ve tkanich nebo krvi. OdliSuji se pacientské
charakteristiky, experimentalni design, velikost souborl, metodologie stanoveni a
normalizace miR a statistické zpracovani. Dalsi limitaci studia exprese mikroRNA je to, ze
hodnoti expresi z riznych bunécych typl. Intra a intertumorova heterogenita na bunécné a
molekularni drovni komplikuji interpretaci exprese mikroRNA. To ddle vysvétluje maly prekryv
vysledk( rdznych studii na hodnoceni jednotlivych miR a jejich kombinaci.

Je predcasné doporucit specifické mikroRNA a jejich klastry jako validni biomarkery detekce,
progndzy, monitorace a predikce terapie karcinomu prsu. V dalSim vyzkumu jsou potiebné
multiinstitucionalni a dlouhodobé studie velkych kohort pacientl s precizné zpracovanymi
klinickymi, patologickymi a molekularnimi charakteristikami k validaci klinického vyuZziti

mikroRNA u karcinomu prsu.
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6. Shrnuti zavérul dizertaéni prace

1. Nase data prokazala signifikantné vyssi expresi ¢tyf onkogennich mikroRNA (miR-155, miR-
24, miR-19a a miR-181b) v sérech pacientek s ¢asnym karcinomem prsu v dobé diagndzy v

porovndni se zdravymi kontrolami.

2. Exprese onkomiR je vyznamné vyssi v nadorové tkani karcinomu prsu v porovnani s okolni
nenadorovou tkani. Tato zvySend exprese koreluje s vyznamné vyssi expresi miR v sérech

pacientek.

3. Hodnoty exprese jednotlivych onkomiR klesaji odlisné v raznych fazich l1écby, po operaci a
po chemoterapii nebo ozareni. Onkogenni miR miR-155, miR-24 a miR-181b klesaly k normé
po operacnim zakroku. Onkogenni miR-19a jevila tendenci k normalizaci az po skonceni

protinddorové Iécby.

4. Pacientky ve skupiné vysokého rizika na zédkladé klinicko-patologickych markert vykazovaly
vyznamné vyssi expresi onkogennich mikroRNA v porovnani s kontrolami a pacientkami
nizkého rizika. Pacientky vysokého rizika vykazovaly opozdény a méné hluboky pokles
jednotlivych mikroRNA po protinddorové lécbé. U pacientek nizkého rizika dochazelo po
onkologické lé¢bé k normalizaci exprese onkogennich mikroRNA. U nékterych pacientek

vysokého rizika i pfes pokles v onkomiR nedoslo k jejich normalizaci po onkologické lécbé.

5. Hodnoty exprese miR-155 a miR-24 mérené v sérech pacientek s ¢asnym karcinomem prsu
po odstranéni nadoru a svodnych lymfatik zlepSuji predikci pravdépodobnosti relapsu nemoci
nezavisle na ostatnich parametrech. Hodnoty exprese miR-155 a miR-24 mohou predstavovat

nezavisly cirkulujici biomarker.

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

155 a relapsy onemocnéni.
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9. Prilohy

Pfiloha 1:

INFORMOVANY SOUHLAS PRO PACIENTKY VSTUPUJICi DO PROJEKTU SLEDOVANI
RIZIKOVYCH UKAZATELU U KARCINOMU PRSU

Cil projektu:

Zhoubné nadory jsou tvoreny rozsdhlym spektrem chorob s rozdilnym chovdnim nejen mezi
rGznymi druhy nador(, ale i uvnitf skupiny nador( se stejnym mikroskopickym nalezem.
Rozdilné chovani vychazi z vnitini charakteristiky jednotlivych nador(, jejich rozsahu a
lokalizace. Casteénou predpovéd mozného chovani mohou poskytovat klasické metody
mikroskopického hodnoceni nadoru, lymfatickych uzlin a vzdaleného postiZzeni (metastaz). |
pres propracované metody je osud pacientl uvnitf jednoho klinického stadia natolik rozdilny,
Ze je snaha vyvijet dal$i nové metody hodnoceni a mozné predpovédi budouciho chovani
konkrétniho nadoru u konkrétniho pacienta. Vétsina vyvijenych metod hodnoti rizné druhy
nukleovych kyselin, jejich hladiny, zmény béhem Iécby a vliv na dalsi osud a chovani
zhoubného nddoru. Snahou je odlisit v ramci klinickych stadii dalsi podskupiny s rozdilnym
chovanim a agresivitou. Vyuziti v onkologické praxi budoucnosti spocivd v casném zjisténi
nadorovych onemocnéni, v predpovédi chovani nddor( a Upraveé terapie pro konkrétni nador,
v neposledni fadé potom sledovani Gclinku terapie a prfipadnych neZzadoucich ucink

onkologické Iécby.

Pribéh vyzkumu:

K hodnoceni se vyuziva srazlivd nebo nesrdzlivd krev. V presné stanovenych terminech
predoperacné, pooperacné, po terapii a v pfipadech navratu/metastazovani nadoru bude
odebirdno 10-15ml Zilni krve standardnim zplsobem. Rizika jsou béznd, souvisejici s odbérem
Zilni krve, bez dalSich znamych pridanych rizik. Tato krev bude odstfedéna, rozdélena do
malych mnoZstvi a zamraZena. Hodnoceni bude probihat v laboratofich Ustavu fyziologie a
patofyziologie 1. LF UK a VFN Praha. Veskeré c¢innosti probihaji podle spravné laboratorni a
lékaiské praxe a jsou schvéleny etickou komisi. Cast vzork( se bude v zamrazeném stavu
uchovavat dlouhodobé po celou dobu projektu tak, aby bylo moiné v pfipadé nutnosti
dohledat dalsi faktory, jak budou znamé vysledky z dalSich pracovist a v literature. Porovnavat

se budou vzorky mezi pacienty jednotlivych stadii. Jako srovnavaci kontrola budou nabirany
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zdravé Zeny s vékovym rozloZzenim podobnym skupiné sledovanych pacientek. Od zafazeni do
studie muzZete kdykoli odstoupit. Vysledky studie budou chranény lékarskym tajemstvim, jsou
prisné dlvérné a material bude veden pouze pod ciselnym kddem zamezujici vysledek (pro
nezasvéceného pracovnika) spojovat s konkrétni osobou. Se vzorkem krve bude po celou dobu
uchovani zachazeno dle platnych norem ochrany osobnich Udaji. S vysledky a moznymi

predbéznymi zavéry budeme Ucastnice studie na vyzadani informovat.

Vysledky a jejich zpracovani:

Ziskané udaje budou vyuzity k dalSimu statistickému zpracovani. V tomto pfipadé budou
vysledky zbaveny jakychkoliv identifikacnich Gdaji a nebude tedy mozZno nalézt spojitost mezi

uvedenymi vysledky a konkrétni osobou.

Souhlas s odbérem krve a ucasti v projektu vyzkumu:

Potvrzuji timto, Ze jsem si peclivé procetla a pochopila informace pro pacienta a méla jsem

prilezitost vznést dotazy. Svym podpisem potvrzuji, Ze s vySetifenim souhlasim.

Dodatecné otazky a odpovédi:

Jméno pacientky:

Podpis pacientky: datum:

Jméno lékare:

Podpis lékare: datum:
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