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Abstrakt

Testikularni germinalni nadory (TGCT) jsou celkové vzéacné, ale souCasné také nejCastéji
se vyskytujici zhoubné nadory u dospivajicich a mladych muzi. Predispozice pro vznik TGCT
zahrnuji faktory genetické — nékolik desitek objevenych rizikovych lokusti v DNA, epigenetické
zmény DNA, alterace riiznych signalnich drah, i zevni rizikové faktory environmentéalniho
charakteru. Tyto nddory Casto velmi dobie reaguji na 1écbu cisplatinou, nicméné u ¢asti pacient
dochazi k rezistenci na toto cytostatikum. Vznik cisplatinové rezistence, stejn¢ tak jako
molekularné-biologické vlastnosti TGCT a jejich role v patogenezi, jsou doposud relativné malo
probadané jevy. S tim souvisi 1 maly pokrok v 1é€bé TGCT a nedostupnost cilené biologické 1é€by,
kterd by byla efektivni u pacientd s cisplatinovou rezistenci a/nebo celkové Spatnou prognézou
onemocnéni. Vzhledem k tomu, ze incidence TGCT v poslednich desetiletich stoupd, jedna se
o aktualni problém vyzadujici urgentni feSeni, jehoz cilem je zlepSeni preziti i kvality zivota
pacientil s pokrocilym TGCT.

V teoretické Casti se prace vénuje hlavnim v soucasnosti znamym molekuldrnim
charakteristikdm TGCT a cisplatinové rezistence, mechanismiim jejich vzniku, vlivu vnéjsich
faktorti a mezipopula¢nim rozdiliim ve vyskytu TGCT. Cilem praktické ¢asti prace je identifikace
a interpretace molekularnich aberaci ve vzorcich pacientl s rezistentnimi TGCT z Onkologické
kliniky 1. 1ékarské fakulty a Fakultni Thomayerovy nemocnice, zafazenych do probihajici
vyzkumné studie, a to primarnich nadorti, metastaz a volné cirkulujici DNA (cfDNA), které byly
vySetfovany metodou celoexomového sekvenovani. Smyslem prace je nalezt ty molekularni
aberace, které mohou souviset s vyvojem onemocnéni nebo vznikem rezistence na cisplatinu

a které by mohly byt vyuZity pro nové 1é¢ebné postupy a cilenou biologickou 1&€bu.

Kli¢ova slova

testikularni germinalni nadory, molekularni aberace, cisplatinova rezistence, celoexomové

sekvenovani



Abstract

Testicular germ cell tumors (TGCT) are rare in general but they are also the most commonly
occuring malignant tumors in adolescent and young males. Predispositions for the incidence
of TGCT include genetic factors — a number of discovered DNA risk loci, epigenetic changes
in DNA, alterations of various signaling pathways and also external environmental risk factors.
These tumors usually respond to cisplatine therapy very well, nevertheless some patients develop
aresistance to this cytostatic medicament. There is still relatively small amount of research
dedicated to the cause of cisplatine resistance, as well as to bio-molecular characteristics of TGCT
and their role in the pathogenesis. As a result, there is only a little development in TGCT therapy
to this day and thus there is no targeted therapy available, which would be highly effective for
treating patients with developed cisplatine resistance and/or poor prognosis of their disease.
As a result of the fact that TGCT incidence is increasing in the recent decades, it can be considered
an actual problem requiring urgent addressing in order to improve the survival rate and quality
of life of patients with advanced TGCT.

Theoretical part of this thesis deals with the main currently known molecular characteristics
of TGCT as well as cisplatine resistance, mechanisms of their origin, and lastly the influence
of external risk factors and interpopulation variability of TGCT incidence. The aim of the practical
part is to identify and interprete molecular aberrations in TGCT samples of patients resistant
to cisplatin from Department of Oncology of 1st Faculty of Medicine and Thomayer University
Hospital. These patients are included in an ongoing research study and the gathered material
consists of primary tumor samples, metastasis and cell free DNA (cfDNA) samples which were
analyzed by whole-exome sequencing. The main goal of this thesis is to find those molecular
aberrations that could be associated with development of the disease and with cisplatine resistance

and therefore could be used as a basis for new therapy methods and targeted biological therapy.
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Seznam zkratek

A adenin

ANKRD30A gen ANKRD3O0A (z angl. Ankyrin Repeat Domain 30A)

ATP adenosintrifosfat (z angl. Adenosine Triphosphate)

BRAF gen BRAF (z angl. B-Raf proto-oncogene)

C cytosin

CCND2 gen CCND2 (z angl. Cyclin D2)

CDC27 gen CDC27 (z angl. Cell Division Cycle 27)

cfDNA volna cirkulujici DNA (z angl. cell free DNA)

CFLAR gen CFLAR (z angl. CASPS and FADD like apoptosis regulator)

dAMP deoxyadenosin 5’ monofosfat (z angl. Deoxyadenosine 5'-Monophosphate)

DNA deoxyribonukleova kyselina (z angl. Deoxyribonucleic Acid)

DNAHI12 gen DNAHI12 (z angl. Dynein Axonemal Heavy chain 12)

dNTP deoxynukleotid trifosfat (z angl. Deoxynucleotide Triphosphate)

EAU Evropska asociace urologie (z angl. European Association of Urology)

F1 prvni filidlni generace

F3 treti filidlni generace

FFPE formaldehyd pevné parafin vloZené (z angl. Formalin-Fixed, Paraffin-Embedded)

G guanin

GCNIS testikularni germinalni neoplazie in situ (z angl. testicular Germ Cell Neoplasia
In Situ)

gDNA genomicka/germ-line DNA (z angl. genomic/germ-line DNA)

GTP guanosintrifostat (z angl. Guanosine Triphosphate)

HGC6.3 gen HGC6.3 (z angl. uncharacterized LOCI100128124)

HIC1 gen HIC1 (z angl. HIC ZBTB transcriptional repressor 1)

ICM embryoblast (z angl. Inner Cell Mass)

KIT gen KIT (z angl. KIT Proto-Oncogene, Receptor Tyrosine Kinase)

KLF11 gen KLF11 (z angl. KLF transcription factor 11)

KRAS gen KRAS (za angl. Kirsten Rat Sarcoma viral oncogene homolog)

LIN28 gen LIN28
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miRNA
mRNA
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RNA
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TP53
TPTE2

trisHCl

megabaze

gen MDM2 (z angl. Mouse double minute 2 homolog)

gen MGMT (z angl. O-6-methylguanine-DNA methyltransferase)
micro ribonukleotidova kyselina (z angl. micro Ribonucleic Acid)
messenger RNA (z angl. messenger RNA)

gen NANOG (z angl. Nanog homeobox)

hydroxid sodny

nanomolarni

gen NRAS (z angl. Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog)
gen OCT3/4 (z angl. Octamer-binding Transcription factor 3/4)
primordialni germinalni buiika (z angl. Primordial Germ Cell)
pikomolarni

gen POUSF1 (z angl. POU domain, class 5, transcription Factor 1)
gen PRAMEFS (z angl. PRAME family member 8)

gen PRDMO (z angl. PR/SET domain 9)

gen RARB (z angl. Retinoic Acid Receptor Beta)

rodina genti RAS (z angl. Retrovirus-Associated DNA Sequences)
gen RASSF1A (z angl. Ras association domain family member 1)
gen RBMX (z angl. RNA binding motif protein X-linked)

gen RBMY (z angl. RNA binding motif protein, Y chromosome)
gen REV7 (z angl. DNA polymerase zeta processivity subunit-like)
ribonukleova kyselina (z angl. ribonucleic acid)

otacky za minutu (z angl. revolutions per minute)

gen SOX2 (z angl. SRY (sex determining region Y)-box 2)
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testikularni germinalni nadory (z angl. Testicular Germinal Cell Tumors)
gen TP53 (z angl. Tumor Protein P53)

gen TPTE2 (z angl. Transmembrane Phosphoinositide 3-phosphatase and Tensin
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Hydrochlorid 2-amino-2-(hydroxymethyl)propan-1,3-diol (z angl. #ris
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gen TSPANI16 (z angl. Tetraspanin 16)

uracil-DNA glykosylaza (za angl. Uracil-DNA Glycosylase)
tandemové repetice VNTR (z angl. Variable Number Tandem Repeat)
gen XIST (z angl. X Inactive Specific Transcript)

nador Zloutkového vacku (z angl. Yolk Sac Tumor)
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1. Uvod

Testikularni germinélni nadory (TGCT) jsou nejcastéjsi solidni nadory (tj. ty, které vytvareji
ohranicena loziska nadorovych bun¢k), jez jsou diagnostikovany u mladych muzi ve véku
18-35 let a jejich incidence stile stoupa (Znaor et al., 2020) jak v Ceské republice, tak
celosvétoveé (viz Grafy 1 a 2). Patii mezi nadory vysoce chemosenzitivni, tzn. velmi dobie
reagujici na 1écbu chemoterapii. V ptipad¢ TGCT se vyuziva v chemoterapii cisplatina.
Cisplatina je alkylac¢ni cytostatikum obsahujici platinu a dva chloridové ionty v poloze cis. Vaze
se na DNA buné¢k, narusuje jeji funkce a vyvolava apoptdézu zejména u rychle se dé€licich
bun¢k. Vysoka chemosenzitivita nicméné€ neznamena, ze by TGCT byly zcela vylécitelné — dle
Evropské asociace urologie (EAU) dojde k relapsu po prvni linii 1é¢by pfiblizné u 15-30 %
pacientii (Albers et al., 2011). I tak se diky 1écbé cisplatinou zvysilo Sleté preziti pacientd
z 63 % na vice nez 90 % (Bray et al., 2006).

Incidence na 100 000 osob
.
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Graf 1: Vijuoj celosvétové incidence TGCT a umrti na onemocnént od roku 1992 do roku 2019.

(upraveno podle https://seer.cancer.gov/statfacts/html/testis.html - National Cancer Institute)

TGCT miZzeme rozdélit dle epidemiologickych, klinickych a histologickych kritérii do tfi
podskupin (Reuter, 2005), viz Schéma 1 v podkapitole nize. Do prvni skupiny patii teratomy
(nddory slozené zriznych tkédni embryonalniho plvodu) a nadory zloutkového vacku
u novorozencl a détskych pacientll. Druhd skupina zahrnuje germinélni nddory — seminomy
a neseminomy postpubertalnich pacientl. Vyskyt seminomli a neseminomii je podobny —
seminomy tvoii pifiblizn¢ 55 % diagnostikovanych neoplazii (Trabert et al., 2015). Treti

skupinu predstavuji spermatocytarni seminomy, které postihuji pacienty stars$i 40 let. Druha


https://seer.cancer.gov/statfacts/html/testis.html

skupina je zdaleka nejpocetnéj$i skupinou germindlnich nddort — predstavuje okolo 98 % vSech
TGCT neoplazii. Proto se v nésledujicich podkapitolach bude tato prace vénovat problematice

predevsim této skupiny testikularnich germinalnich nadort.
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Graf 2: Vijvoj incidence TGCT a timrti na onemocnéni v Ceské republice od roku 1977 do roku 2018

(pirevzato z www.svod.cz)

1.1. Molekularni charakteristika TGCT

Vznik TGCT podmiﬁuje fada genetick;’zch a environmentalnich faktord. Zmény, které jsou
(viz Schéma 1). Maligni transformace testikularnich germinalnich bunék zacina jiZ béhem
vyvoje in utero, kdy dochazi k zastaveni vyvoje germinalnich bunék ve stddiu gonocytil
(Skakkebaek et al., 1987). V tomto stadiu jsou germinalni buitky demetylovany, a tudiz jsou
nachylné k mutacim, ke kterym dochdzi b&hem nasledného déleni buné€k. Vlivem mnoha
faktort, které budou popsany v nasledujicich podkapitolach, dochéazi k transformaci téchto
gonocytil do testikularni germinalni neoplazie in situ (GCNIS). Tato neoplazie je prekurzorem
ke vzniku TGCT - k jeji maligni transformaci dochazi béhem puberty/rané dospélosti vlivem
hormonalnich zmén. Vzhledem k embryonalnimu ptivodu TGCT je v porovndni s ostatnimi
solidnimi nadory v jejich naddorovych buikach relativné mala frekvence vyskytu mutaci,
a to 0,5 mutaci na Mb (Litchfield et al., 2015). Nize je uveden vycet doposud nejznaméjsich
molekularnich aberaci vyskytujici se v nddorovych buiikach TGCT.


http://www.svod.cz/

1.1.1. Chromozomalni aberace

vvvvvv

kratkého raménka 12. chromozomu (12p). Nejcastéjsi formou je tvorba izochromozomu i(12p)
— tato aberace byla také popsana jako prvni ze vSech v roce 1982 (Atkin & Baker, 1982). Mén¢
casto dochazi k duplikaci 12p, nebo k amplifikacim kratSich tsekit DNA na tomto raménku.
Vzhledem k tomu, Ze izochromozom 1i(12p) neni oproti bunkdm TGCT pozorovan
v neinvazivnich neoplaziich (Ottesen et al., 2003) se ptedpoklada, ze vznik i(12p) je pfimo
spojen s transformaci do invazivni formy. Z toho vyplyva, ze geny vyskytujici se na raménku
12p hraji zésadni roli ve vzniku TGCT, resp. jejich amplifikovana forma a nasledna
nadprodukce proteinti, jez koduji. Presny mechanismus toho, jak izochromozom i(12p)
ovlivituje vznik TGCT prozatim neni znam, nicméné byly objeveny kandidatni geny, u kterych
se predpokladd, Ze se na tomto procesu podili. Mezi tyto geny patii napt. gen CCND2
(Skotheim et al., 2003), gen pro cyklin D2. Cyklin D2 je jeden z proteind, ktery kontroluje
bunécné déleni — konkrétné prechod z G1 do S faze, kdy dochazi k replikaci DNA. DalSimi
z kandidatnich gent jsou onkogen KRAS a transkripéni faktor OCT3/4 (Loveland et al., 2007)
(v literatufe uvadén také jako POUSF1). OCT3/4 spolu s genem SOX2 tvoti regulani komplex,
jenz ovliviiuje expresi gent, které hraji dilezitou roli v sebeobnové a udrzovani pluripotence
(schopnosti se diferencovat do riznych bunéénych typt) embryonalnich kmenovych bunék.
Expresi vySe zminénych transkripénich faktorit OC7T3/4 a SOX2 ovlivituje gen NANOG, ktery
se podili na udrZovani embryonélniho charakteru bun€k. V procesu spermatogeneze dochézi
k postupnému snizovani jeho exprese v ramci diferenciace bunék (Nettersheim et al., 2011).
V patologickém procesu spermatogeneze pii vzniku TGCT, kdy dojde k zastaveni diferenciace
bun¢k ve stadiu gonocytl (viz Schéma 1), se gen NANOG nachazi v hypometylovaném stavu
a dochazi k jeho vysoké expresi. S funkci tohoto genu souvisi 1 hypersenzitivni odpovéd’ bun€k
na poSkozeni DNA — uvazuje se tedy, Ze pravé vysoka exprese tohoto genu by mohla byt
podkladem pro vysokou chemosenzitivitu bunék TGCT na chemoterapii obsahujici cisplatinu,

ktera strukturu DNA naruSuje.
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Schéma 1: Mechanismus vzniku ti*i podskupin TGCT. Na horni ose jsou zobrazena stadia lidského
Zivota, nize schéma spermatogeneze, jeji patologické odchylky a vybrané genetické zmény,
které vedou ke vzniku vSech podskupin TGCT. ICM = embryoblast; PGC = primordialni germinalni
bunky; YST = nador Zloutkového vacku. (Rajpert-De Meyts et al., 2016)

Mimo typické aberace raménka 12p byly vypozorovany 1 méné Casté chromozomalni
aberace vyskytujici se v buitkach TGCT. V komparativni studii Kraggerud et al., 2002 autofi
nasli v nddorovych butikach aberace u chromozomu 4, 7, 8, 11, 13, 18 a X ve vice nez 50 %
pfipadd. Ve 33 zkoumanych vzorcich porovnavali mezi sebou také aberace u seminomul
a neseminomd. Zjistili, Ze u seminomut se nachazely vyznamné¢ Castéji amplifikace dlouhych
ramének 15. a 22. chromozomu a u neseminomt se jednalo o amplifikace dlouhého raménka

17. a delece dlouhého raménka 10. chromozomu.

1.1.2. Genové mutace

Jak bylo jiz zminéno vySe, pro TGCT je mj. typickd nizka frekvence mutaci. Zde budou
popsany vybrané geny, které byly nalezeny v nédorovych buiikdch TGCT ve vétSi mife

a mohou pomoci objasnit dosud ne zcela znamy vyvoj TGCT.
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Mezi nejcastéji mutované geny patii gen KIT, protoonkogen kodujici tyrosinkindzovy
receptor, jehoz fosforylace aktivuje signalni kaskadu, kterd ovliviiuje proliferaci a migraci
germinalnich bunék (Vliagoftis et al., 1997). Vyskyt této mutace v nékterych studiich dosahuje
az 25 % a je typicky pfedevsim pro seminomy (Kemmer et al., 2004). Existuji studie, které¢
poukazuji na velké rozdily v ¢etnosti mutovaného genu KIT u pacientli s bilateralnim TGCT
oproti tém s unilateralnim. Napf. Biermann et al., 2007 nasli tuto mutaci u 63,6 % bilateralnich
vzorkll a pouze u 6,4 % unilateralnich. Tento objev poukazuje na mozny vznik této mutace
velmi brzy v embryonalnim vyvoji, a to pied tim, nez primordidlni embryonalni bunky vycestuji
do genitalnich list. Ve studii Looijenga et al., 2003 byl pomér této mutace dokonce 93 %
v bilaternélnich vzocich k 1,3 % v unilateralnich. Z toho by se dalo vyvozovat, ze tato mutace
je spojena se vznikem bilateralniho TGCT a pokud by byla nalezena tato mutace u pacienti
s dosud unilaterdlni formou, mohla by byt zahdjena specializovana 1écba, kterd by zabranila
rozvoji bilaterdlniho TGCT. Je ale otazkou, nakolik je tato teorie pravdiva, jelikoZz jiné studie,
které se zabyvaly touto problematikou (napt. Coffey et al., 2008), rozdily v této mutaci mezi
unilateralnimi a bilateralnimi vzorky TGCT nezaznamenaly, resp. velmi malé.

DalSimi mutovanymi geny popsanymi v nadorovych buitkdch TGCT jsou geny z rodiny
protoonkogenlt RAS — KRAS a NRAS (Loveland et al., 2007b). Tyto geny koduji proteiny
zapojené do RAS/MAPK signalni drahy. Jsou to proteiny s GTPazovou aktivitou, které prenasi
signaly z vnéjsku do bunécného jadra — na zaklade téchto signalti bunky proliferuji a diferencuji
se a v pfipadé¢ potfeby dochazi k navozeni apoptdzy (programované bunécné smrti). V piipadé
mutaci téchto genli muze dojit k nadorové transformaci bunck. Zajimavé je,
ze Honecker et al., 2009 vypozorovali, Ze mutace v genu KRAS se téméf nevyskytovala
ve vzorcich, které byly chemorezistentni viic¢i cisplating.

Mutace v tumor supresorovém genu 7P53 jsou u TGCT velmi vzacné, piestoZze prave
tento gen patii mezi nejcastéji mutované v solidnich naddorech. Uvadi se i méné nez ve 3 %
ptipadt, v ptipadé chemorezistentnich vzorkll jsou mutace o néco castéjsi (Lutzker, 1998).
Casto diskutovanym genem, hlavné co se ty¢e jeho roli pii vzniku chemorezistence
na cisplatinu, je i gen BRAF, kterému bude dale vénovan prostor v ndsledujici podkapitole.
Jednim z méné publikovanych poznatkl je objev mutace v dalSim tumor supresorovém genu
CDC27. Litchfield et al., 2015 vypozorovali jeji 11,9% vyskyt ve zkoumanych 42 vzorcich.

S ptibyvajicimi studiemi, které se vénuji celoexomovému sekvenovani vzorkia TGCT,
dochazi v poslednich letech k objeviim stdle vice mutovanych genit v nddorovych buiikach
a také ve volné cirkulujici DNA (cfDNA). Jejich vliv na vyvoj nddoru, prognézu pacientli

a potazmo cilenou 1é¢bu je v soucasné dobé¢ stale predmétem vyzkumu.
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1.1.3. Epigenetické zmény

Ukazuje se, ze i1 epigenetické modifikace by mohly nejspiSe byt pfinosnym biomarkerem
pro diagnostiku a prognézu TGCT. Objev epigenetickych vzorct v buiikdich TGCT by mohl
pomoci objasnit dosud neznamé mechanismy ve vyvoji TGCT a prostfednictvim téchto
informaci 1 zlepsit terapeutické postupy. Tento text se bude vénovat objeviim v oblastech
metylace DNA, histonovych modifikaci a kratkych nekddujicich RNA.

Metylace DNA ovliviluje expresi genli a podili se na stabilit¢ heterochromatinu
v centromerickych a telomerickych oblastech tim, Ze znemozituje rekombinaci v téchto ¢astech
chromozomu béhem d¢leni bun¢k (Xu et al., 1999). V piipadé¢ poskozeni normalniho
metylaéniho vzorce dochazi k porucham genomové stability, kterd se miize piimo podilet
na vzniku rakoviny (Gopalakrishnan et al., 2008). Obecné muzeme fici, ze celkova troven
metylace v nddorovych buiikéach je nizsi, nez u zdravych bunék, tj. DNA je hypometylovana.
UTGCT byl vypozorovan rozdil celkové urovné metylace (metylomu) pifi porovnani
seminomu a neseminomul — seminomy spole¢n¢ s neoplaziemi GCNIS vykazuji vyznamnou
hypometylaci v porovnani s neseminomy (Netto et al., 2008). Tento fakt by mohl pomoci
k rozeznéni téchto druhit TGCT v diagnostice. Ukazuje se, Ze rozdily v metylaci jednotlivych
gent, resp. jejich promotorech, by mohly slouzit jako biomarker pro samotnou diagnostiku
TGCT. Ve studii Kawakami et al., 2004 zkoumali metylaci genu XIST v buiikdch TGCT
azjistili, ze v 93 % vzorkli nadorové tkané¢ a v 64 % vzorki plazmy se vyskytuje
v nemetylovaném stavu. Gen XIST se podili na inaktivaci chromozomu X v lidskych buiikach
a je exprimovan pouze tehdy, kdyZ se v buiice vyskytuje chromozom X dvakrat. Z toho
vyplyva, ze muZzi s genotypem XY maji tento gen neaktivni — metylovan — a proto by mohla
byt pfitomnost nemetylované varianty tohoto genu dobrym ukazatelem vyskytu TGCT.

Obdobné jako metylace DNA, i metylace histonil (nukleoproteint) ovliviiuje transkripci
gend. Lambrot & Kimmins, 2011 poukazuji na spojitost aberantni metylace histoni H3K4
a H3K9 s abnormadlni expresi transkripéniho faktoru OCT3/4 a tumor supresorového genu
RASSF 14 v bunkach TGCT. Celkové jsou doposud histonové modifikace ve spojitosti s TGCT
relativné malo prozkoumany a jejich diagnosticky nebo prognosticky vyznam je zatim nejasny.

Oproti tomu kratké nekodujici RNA jsou predmétem intenzivniho zkoumdni, protoze
pritomnost urcitych konktrétnich miRNA (microRNA) v krevni plasmé se jevi jako biomarker
TGCT s vyrazné vyssi senzitivitou a specificitou nez ty v soucasnosti pouzivané. MiRNA jsou
malé jednofetézcové molekuly RNA o délce 21-23 nukleotidl, které se podileji na regulaci

genové exprese a poruchy v jejich funkce mohou byt ukazatelem mnoha chorob.
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Syrin et al., 2015 vypozorovali zvySenou hladinu nékolika miRNA ve vzorcich TGCT, ptficemz
jedna z nich — miR-371a-3p — dokézala v 84,7 % pozitivn¢ identifikovat onemocnéni. O dva
roky pozdéji Dieckmann et al., 2017 v obdobné studii potvrdili velmi dobrou senzitivitu
miR-371a-3p, atona 88,7 %, coz pravdépodobné¢ déld z této miRNA dosud nejlepsi
diagnosticky biomarker TGCT, oproti dnes pouzivanym (napi. choriovy gonadotropin hCG

nebo alfa-1fetoprotein AFP) se senzitivitou zpravidla mensi nez 60 %.
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1.2. Vznik cisplatinové rezistence

Jak jiz bylo zminéno vySe, testikuldrni germindlni nadory vykazuji vysokou senzitivtu
k chemoterapeutické 1é¢b¢ cisplatinou. Mechanismus této velmi silné chemosenzitivity, stejné
tak jako vznik rezistence na toto cytostatikum, jeSt€¢ neni zcela znam. V souCasné dobé

se uvazuje predevsim o nasledujicich faktorech.

1.2.1. Kandidatni geny a regulatory pluripotence

Jeden z nich pfedstavuje tumor supresorovy gen 7P53 a jeho neobvykle mald mira mutace
v nadorovych buntkdch TGCT. Za normalnich okolnosti dochazi pti poskozeni DNA k aktivaci
signaliza¢ni kaskady, pii niz dojde k uvolnéni produktu genu 7P53 — proteinu p53. Aktivni
forma tohoto proteinu indukuje tvorbu proteinu p21, inhibitoru cyklin dependentnich kindz,
diky ¢emuz dojde k zastaveni bunécného cyklu. V piipadé Uspésné opravy DNA buitka
pokracuje ve svém cyklu, pii selhani oprav dojde k apoptdze. Proto by pravé vysoka hladina
proteinu p53 v buitkdch TGCT mohla hrat velkou roli v obecné velmi velké uspésnosti 1écby,
nicméné zde je nutno podotknout, Ze tato souvislost nebyla doposud prokazana.
Dle Houldsworth et al., 1998 vzorky s mutovanym genem 7P53 vykazuji vét$i chemorezistenci
k cisplating. Nicmén¢ ani funk¢ni protein p53 sam nezajisti spravné fungovani celého procesu
az k apoptdze. Mimo p53 zde hraje dilezitou roli vySe zminény protein p21 a také negativni
regularor proteinu p53 — MDM2. Datta et al., 2001 zkoumali expresi vSech téchto tif proteinti
jak u neopldzii GCNIS, tak u invazivnich nadorovych bun¢k. Zjistili, Ze u vSech vzorkl
dochazelo k expresi proteinu p53, a to jak v ptipad€ neoplazii CGNIS, tak TGCT. Oproti tomu
protein p21 byl exprimovan v 67 % CGNIS a v invazivnich nadorovych bunikach se vyskytoval
podstatné méné — expresi tohoto proteinu vykazovalo jen 11 % vzorki TGCT. Tento objev
podporuje teorii, Ze prave ztata exprese proteinu p21 by mohla ptispivat k nadorové trasformaci
CGNIS v invazivni TGCT. Co se ty¢e MDM2, zde byl vypozorovan opacny trend, kdy byl
exprimovan signifikantné vice v pripadé TGCT (47 %) na rozdil od GCNIS (7 %). Pro¢
k tomuto jevu dochézi, zlistava stale otazkou. Vysokd chemosenzitivita bunék TGCT je
spojovéana i s tim, Ze se tyto builkky nachdzeji v nizkém stupni diferenciace. Mezi hlavni
regulatory pluripotence patii OCT3/4, SOX2, NANOG a LIN2S (Gillis et al., 2011), které jsou
svou funkci Gzce spojeny. V ptipadé ztraty exprese OCT3/4, ktery mj. ovliviiuje 1 expresi vyse
zménéného proteinu p21, nedochazi k apoptdze poSkozenych bunck tak casto, jak by melo

a bunky se stdvaji chemorezistentnimi (Mueller et al., 2006). Taylor-Weiner et al., 2016
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poukazuji pravé na absenci exprese OCT3/4 a také NANOG u chemorezistentnich TGCT,
ke které dochazi vlivem ztraty heterozygozity.

Dalsim casto zkoumanym genem v souvislosti s cisplatinovou rezistenci u TGCT je gen
BRAF, ovsem s velmi nejednozna¢nymi vysledky. BRAF je soucasti RAS/MAPK signalni
drahy ovlivnujici rast bunék, jejich proliferaci, diferenciaci a apoptézu. Honecker et al., 2009
publikovali vysledky studie chemorezistentnich vzorkl, u nichz se mutace v genu BRAF
objevovala ve 26 %. Tyto vysledky ale nebyly potvrzeny nasledujicimi studiemi, napt. Masqué-
Soler et al., 2012; Feldman et al., 2014 nenalezli ve zkoumanych vzorcich zadné mutace v genu
BRAF.

Velmi zajimava a nadéjnad studie Sakurai et al., 2020 byla publikovana v roce 2020,
kdy japonsti védci analyzovali vzorky napfi¢ skoro vSemi druhy TGCT (seminomy,
neseminomy, nadory zloutkového vacku a teratomy). Zaméfili se konkrétné na gen REV7,
ktery je ve varlatech vysoce exprimovan a podili se mj. na opravach DNA a regulaci bunééného
cyklu. Autofi provadéli pokusy s bunéénymi liniemi, kdy inaktivovali tento gen a pozorovali,
jestli tato zména bude mit né&jaky vliv na chemosenzitivitu bunék. U bunék s inaktivovanym
genem REV7 vypozorovali snizenou miru proliferace, zvysenou frekvenci dvojitych zlomi
DNA avyssi frekvenci apoptdzy — tyto udalosti mely za disledek vétsi chemosenzitivitu
bunécnych linii na cisplatinu, a to jak in vitro, tak in vivo. Tyto vysledky ukazuji, ze REV7
by mohl byt potenciélni terapeuticky cil pro pacienty s vytvorenou chemorezistentci.

Také gen CCNDI kodujici protein cyklin D1 pfedstavuje nadéjny terapeuticky smeér.
Noel et al., 2010 porovnavali expresi tohoto genu u chemosenzitivnich (parentalnich)
a rezistentnich bunécnych linii, pficemz rezistentni linie vykazovaly podstatné vyssi expresi
cyklinu D1. Zdé se tedy, ze 1 dysbalance exprese genu CCNDI by mohla byt jednim z faktori

ovlivityjici vznik chemorezistence TGCT.

1.2.2. Metylace DNA
Jak jiz bylo zminéno vySe, seminomy a neseminomy se li$i mj. svym metylacnim vzorcem —
Casto rezistence na cisplatinu. Ukazuje se, ze tyto udalosti jsou spolu vzajemné propojené —
v experimentu s bunéénymi liniemi seminomu rezistentnich na cisplatinu Werman et al., 2010
sledovali snizeni této rezistence pii demetylaci bun¢k pouzitim 5-azacytidinu. Zjistili takeé,
ze demetylaci bunécnych lini doslo ke zvySeni exprese reguldtori pluripotence OCT3/4
a NANOG, coz podporuje zkoumanou hypotézu, Ze praveé tyto regulatory se spolupodile;ji

na vzniku chemorezistence. Bisulfitovym sekvenovdnim, jenZ nam umoznuje rozliSeni
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metylovanych a nemetylovanych cytosini v DNA, doslo k objeveni 14 000 mist v oblastech
gend, které byly po oSetienim 5-azacytidinu odliSn€é metylovany v porovnani s irovni metylace
pted zahdjenim pokusu. Z nich autofi vytipovali nékolik geni, které by mohly hrat dilezitou
roli v ziskani chemorezistence — piedev§im tumor spuresorovy gen KLF'1I a protoonkogen
CFLAR. Zde je zajimavé, ze po expozici 5-azacytidinem doSlo k hypometylaci (a tudiz
by v téchto bunkach dochézelo nésledné¢ vyssi expresi) tumor supresorového genu KLFI1
a hypermetylaci (s nasledné nizsi expresi) protoonkogenu CFLAR. Z toho se d4 usuzovat, ze 5-
azacytidin by mohl predstavovat jeden z ucinnych terapeutickych postupii po vzniku
chemorezistence.
Studie zkoumajici hypo/hypermetylaci promotorti jednotlivych genii v bunéénych linich
TGCT byly publikovany jiz dfive, napt. Koul et al., 2004 porovnavali metylaci promotora
n¢kolika desitek gend, kdy nejvyznamnéjsi rozdily u chemosenzitivnich a rezistentnich liniich
nasli u 4 gend: RASSFIA, HICI, MGMT a RARB. S chemorezistenci je spojovana
hypermetylace prvnich dvou uvedenych — hypermetylace genu RASSFIA byla pozorovana
u 52 % rezistentnich bun¢k oproti 28 % senzitivnich, u genu HICI byl pomér 47 % ku 24 %.
Neptekvapiveé se jednd o tumor supresorové geny, jejichZ exprese brani maligni transformaci
bun¢k. U bunék senzitivnich na cisplatinu nasli védci hypermetylovany geny MGMT
a transkrip¢ni faktor RARB v poméru 31 % ku 13 %, resp. 14 % k 0 % (zde obracené v poméru
sensitivni ku rezistentni). Gen MGMT koduje O-6-metylguanin DNA metyltransferazu, enzym,
ktery odstrafiuje guanin-alkylovy komplex, jenZ vznikd plsobenim cisplatiny a vede
k destabilizaci DNA a apoptoze bun¢k; MGMT takto antagonizuje Gi€inek cisplatiny na DNA.
V ptipadé hypermetylace tohoto genu tudiz dochazi k vétsi citlivosti na cisplatinu.
Celkové mizeme fici, ze zkoumani epigenomu TGCT piindsi velmi zajimavé vysledky,
které maji potencidl pfispét k novym diagnostickym a terapeutickym postuplim.
Je ale za potiebi jeSté hlubsi pochopeni této problematiky a studii, které budou potvrzovat

dosavadni vysledky, aby mohlo dojit k uvedeni nékterych poznatkli do praxe.
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1.3. Negenetické faktory

Nejenom genetické, ale i environmentalni faktory a zivotni styl ovliviiuji pravdépodobnost
vzniku TGCT. To plati pro obdobi pted narozenim, perinatalni obdobi i postnatalni. Zde je tieba
poukazat na to, ze nasledujici informace vychézeji z epidemiologickych tudajii a mohou byt

mirné zkreslené predevsim v piipadé dotaznikovych studii.
1.3.1. Prenatalni a perinatalni rizikové faktory

Cook et al., 2009 provedli jako prvni metaanalyzu 67 publikovanych ¢lanki vénovanym
perinatalnim analyzam rizikovych faktort pro vyskyt TGCT. Zkoumali, zda v€k matky, t¢zké
nevolnosti béhem téhotenstvi, zptisob porodu, zvysené poporodni krvaceni a fakt, jestli matka
je prvorodicka ¢i nikoli miiZze mit spojitost se vznikem TGCT. U v€ku matky a téZkych
nevolnosti (které byvaji spojovany se zvySenou hladinou estrogenll) nebyly na rozdil
od ostatnich zminénych faktorti objeveny informace, které by poukazovaly na signifikantni
spojitost s TGCT.

Coupland et al., 2004 poukazuji — v rozporu s vySe uvedenou metaanalyzou — na nizky
vék matky jako rizikovy faktor pro vznik TGCT. U matek, které rodily mezi 15. a 19. rokem
zivota, byla dle této studie pravdépodobnost, Ze syn onemocni TGCT, dvojnéasobna.

Jednozna¢nym rizikovym faktorem pro vznik TGCT je syndrom testikularni dysgeneze,
ktery také Casto pfispiva k horsi progndze onemocnéni (Selvi et al., 2020). Mezi nejb&znéjsi
manifestace tohoto syndromu patii kryptorchismus (poruchy sestupu varlete do Sourku),
hypospadie (vrozeny roz$tép mocové trubice na spodni strané¢ penisu) a poruchy
spermatogeneze a s tim spojend snizena plodnost (Skakkebek et al., 2001). Vyvojoveé poruchy
urogenitalniho traktu zahrnuji 1 poruchy germindlnich a stromélnich bun€k ve varlatech, coz
pfispiva ke vzniku TGCT.

Syndrom testikularni dysgeneze byva Casto spojovan piedev§im s vystavenim lidskych
plodi endokrinnim disruptoram (latkam, které ovliviiuji metabolismus steroidnich hormonti)
in utero. 1ptes to, ze tento syndrom se muZze vyvinout na zdklad¢ genetickych faktort,
se pfedpoklada, Ze praveé environmentalni prostfedi plodu mé na vzniku syndromu signifikatné
vétsi vliv (Skakkebaek et al., 2016). Mezi studované endokrinni disruptory v souvislosti
s TGCT patii predev§im xenoestrogeny (latky, které svymi biologickymi u€inky napodobuji
estrogeny) — napft. ftalaty a bisfenol A. Tyto latky se nachazi v plastech a na zaklad¢ studiich
na mysich a krysach se uvazuje o zvySeném riziku vzniku TGCT i u lidi pfedevsim pfi expozici

téchto latek in utero (Manikkam et al., 2013). Autofi poukazuji také na signifikatné zvySeny
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vyskyt onemocnéni varlat v tieti filidlni generace (F3) a u prvni filidlni generace (F1)
na zvysSeny vyskyt onemocnéni prostaty.

Teorii zvySeného plsobeni estrogenii na plod jakozto (spolu)pfi¢inu vzniku TGCT
podporuji vySe zminéné zdznamy tézkych nevolnosti béhem t¢hotenstvi u matek, a také to,
ze dle epidemiologickych studii byva zvysené riziko u prvorodicek oproti n¢kolikanasobnym
matkdm (Wanderas et al., 1998). To byva vysvétlovano pravé zvysenou hladinou estrogenti
behem prvniho té€hotenstvi. I pfes to, ze jsou vysledky studii Casto nekonzistentni, recentni
studie nevyluCuji mozné pusobeni estrogenti na plod a piiklani se k tomu, Ze ma spolu
s ostatnimi faktory sviij podil v patofyziologii TGCT (Fénichel & Chevalier, 2019).

Dle Danjou et al., 2021 mize i pouziti pesticidii ovliviiovat pravdépodobnost rozvoje
TGCT. Tato studie zkoumala u 304 francouzskych pacientli, zda byly v prabéhu 1 roku
pted otéhotnénim matky az do doby 1 roku po narozeni ditéte pouzivany v domacnosti néjaké
pesticidy. Vysledky ukazuji na zvySenou pravdépodobnost vyskytu TGCT, konkrétné

neseminomil, pfi pouzivani fungicidii v tomto obdobi.

1.3.2. Postnatalni rizikové faktory

Vzhledem k tomu, Ze koufeni pfispiva k mnoha nemocem vcetné rakoviny, je jednim z Casto
diskutovanych rizikovych faktorti. Vysledky studii zabyvajich se timto tématem nejsou
konzistentni — zatimco napft. Pettersson et al., 2004 spojuji zvySené riziko TGCT s koufenim
matky v pribéhu téhotenstvi, McGlynn et al., 2006 zde nenachazi Zadnou souvislost. V ¢em
se ale ob¢ studie shoduji je to, Ze zda koufi otec, nemé na vyskyt TGCT vliv — z toho mizeme
usuzovat, ze pasivni koufeni v dobé po narozeni by nemcélo hrat v této problematice roli.
Zajimave je, Ze koufeni marihuany byva piimo spojované s jednim konkrténim typem TGCT,
a to neseminomy (Song et al., 2020).

Moller & Skakkebeak, 1999 poukazovali jiz pied vice nez 20 lety na spojitost TGCT
a snizen€ plodnosti. Uvazuji, ze vzhledem k tomu, Ze od 2. svétové valky signifikantné stoupa
vyskyt TGCT a zéaroven se snizuje muzskd plodnost, by mohly byt tyto dv& skutecnosti
vzajemné propojené. Dnes jiz vime, Ze sniZzena plodnost snizend plodnost je signifikantné
spojena se zvySenym rizikem TGCT —je to jednim z diisledkii syndromu testikularni dysgeneze,
ktery byl zminény vySe u vyctu prenatalnich rizikovych faktort.

Jak bylo také zminéno v predchozi kapitole, u in situ neoplazie GCNIS (prekurzoru
TGCT) dochazi k maligni transformaci do invazivniho TGCT pfiblizn€ okolo puberty.
Weir et al., 1998 zkoumali, zda vek, kdy se chlapci ocitnou v puberté, ma néjaky vliv na vznik

onemocnéni. Vysledky naznacuji, Ze pozdé€js$i nastup puberty (ve studii zjiStovan zaCatkem
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rustu vousu, zmény hlasu a rastového spurtu) je spjat s mensim rizikem. Vzhledem k obecné
se snizujicim v€éku v pocatku puberty miize byt pravé tento poznatek jednim z vysvétleni
zvysujici se incidence TGCT.

S globalnim nartistem nadvahy a obezity byl zkouman také vliv BMI jakozto rizikového
faktoru. Studie se ale v tomto vétSinové shoduji, ze BMI incidenci TGCT neovliviiuje
(Dieckmann & Pichlmeier, 2002; Markt et al., 2015). Oproti tomu vyska se ukazuje
jako zajimavy rizikovy faktor. Dieckmann et al., 2008 poukazuji na signifikantn¢ vyssi riziko
vyskytu TGCT u muzt vyssich, nez 185 cm. Hypotéza pro vysvétleni tohoto jevu je prevazné
ta, ze za to muze vysokokaloricka strava (Armstrong & Doll, 1975) v obdobi prvnich dvou let

zivota — kdy je z velké ¢asti urCovana vyska v dospélosti.
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1.4. Vyskyt TGCT napri¢ populacemi

Prestoze celosvétova incidence TGCT stale stoupd, incidence v jednotlivych zemich
a svétadilech se mnohdy velmi lisi. Jak je vidét na Obrazku 1, nejvyssi incidenci TGCT
dle WHO miizeme nalézt v Evrop¢, Severni Americe, jizni ¢asti Jizni Ameriky, Australii
a Novém Zélandé. Oproti tomu v Castech Asie a hlavné Afriky se vyskyt TGCT pohybuje
v vyznamn¢ menSich c¢islech. Jednim faktorem je pravdépodobné problematicky sbér
a reportovani relevantnich dat z téchto oblasti — ¢asto jsou také ve studiich populace z téchto
¢asti svéta z tohoto diivodu opomijeny. Obecné miizeme fici, ze vysokou incidenci TGCT trpi
pfevazné rozvinuté zem¢ zapadniho svéta — nabizi se tedy otdzka, zda Zivotni prostiedi,

ve kterém zijeme, a zivotni styl na tom ma svtj podil.

. Testicular cancer
e 4.3+
mm 1.3-43
mm 0.51-1.3
mm 0.30-0.51
. <0.30

No Data

Obrazek 1: Vyskyt TGCT ve svété. Jednotlivé barvy ukazuji rozlisSnou incidenci v jednotlivich
zemich podle ramecku vlevo dole; ¢isla vztazena na 100 000 obyvatel. (GLOBOCAN 2012: Estimated
Cancer Incidence, Mortality and Prevalence Worldwide, 2012. www.globocan.iarc.fr. Accessed 5

November 2014).

Zajimava studie Cassim et al., 2021 se zabyvala incidenci u Afri¢ant a Afroamericant,
tedy lidi pochazejici ze stejného etnika Zijicich ve velmi odlisném prostiedi. Vysledky potvrzuji
data z Obrazku 1, tedy Ze incidence TGCT u Afri¢ant je velmi nizka oproti Afroameri€aniim.
Tento zavér poukazuje na Zivotni prostiedi a styl spolu s vyménou genti pii snhatcich mezi
riznymi etniky jako na jedny z klicovych faktorti ovlivitujici pocet novych piipadi. Teorii
prosttedi a moderniho zivotniho stylu jakozto spolutcastnika vyvoje TGCT potvrzuje
1 Levine et al., 2013, ktery studoval 1€katské zdznamy potizené v letech 1960 az 2005 obrzené

od vice nez 1 milionu izraelskych mazi pred za¢adtkem povinného vojenského vycviku. Védcei
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poukazuji na znacny rozdil ve vyskytu TGCT, ktery se zvySoval od muzii narozenych v severni
Africe a Asii (mimo Izrael), pfes muze narozené v Izraeli, az po ty pochdzejici z Evropy.
Vysledky ukazuji také na statisticky vyznamny rozdil v incidenci TGCT jiz v ptipadé prvni
generace migrantl ze severni Afriky a Asie oproti tém, ktefi se tam narodili.

Gurney et al., 2015 publikovali vysledky za pouZiti dat z New Zealand Cancer Registry,
kdy zjistili, ze Maorové maji az o 80 % vétsi pravdépodobnost vyskytu TGCT (z analyzy dat
obdrzenych v letech 2000-2011) nez ostatni populace, a to jak v pfipadé seminomi,
tak neseminomi. Takto velky rozdil by mohl mit vliv na hlubsi pochopeni etiologie TGCT,
nicméné priciny této odliSnosti zatim zlstavaji neobjasnény.

Pii bliz§im pohledu na Evropu (Obrazek 2) muzeme lépe porovnat incidence
v jednotlivych evropskych zemich. Nejvyssi incidence mizeme pozorovat v severni Casti
Evropy (Norsko, Dansko), dale vynika Francie, Svycarsko a Irsko a v neposledni fadé také

Slovensko, Mad’arsko a Chorvatsko.

Obrazek 2: Viskyt TGCT ve Evropé. Jednotlivé barvy ukazuji rozlisnou incidenci v jednotlivych
zemich podle ramecku vlevo dole; ¢isla vztazena na 100 000 obyvatel. (GLOBOCAN 2012: Estimated
Cancer Incidence, Mortality and Prevalence Worldwide, 2012. www.globocan.iarc.fr. Accessed 5

November 2014).

I ptes to, Ze Déansko ptedstavuje v soucasnosti jednu ze zemi se stale nejvyssi incidenci TGCT,
data naznacuji, ze od roku 1990 se narozdil od vétSiny ostatnich zemi incidence sniZuje

(Richiardi et al., 2004). Davody, pro¢ by tomu tak mohlo byt, ale zatim nejsou znamy.
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Znaor et al., 2020 piedpoklada do roku 2035 mirné¢ se snizujici incidenci v dosud vysoce
rizikovych statech (jiz ve zminéném Dansku, dale Norsku, Svycarsku a Rakousku) a zvysujici
se trend ve vyskytu TGCT v Pobaltskych zemich a v zemich vychodni Evropy. Uvazuje tak
na zakladé popula¢nich zmén v danych zemich (riist populaci a jejich starnuti) v kombinaci
s rizikovymi faktory.

Existence mezipopulacnich odchylek ve vyskytu TGCT je rozsahlymi studiemi
potvrzeny poznatek. Jeho vysvétleni je ale vcelku problematické, a to vlivem mnoha faktort.
Jednim z nich je migrace obyvatelstva, dale vzhledem k mnoha potencidlnim rizikovym
faktorim v patofyziologii TGCT je velmi tézké vytvofit takovou hypotézu, ktera by uspokojiveé
vysvétlovala vSechny proménné. Je potieba dal$iho vyzkumu, aby mohly byt alespon ¢aste¢né

zodpovézeny otazky, které vyvstavaji pti sbéru a analyze dat.
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2. Cil prace

Cilem této prace je nalezt v nddorovych vzorcich pacientd s TGCT molekuldrni aberace,
které mohou souviset s vyvojem onemocnéni nebo vznikem rezistence na cisplatinu,

a které by mohly byt vyuzity pro nové 1é€ebné postupy a cilenou biologickou l&cbu.
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3. Material a metody

Material pro na§ vyzkum predstavovalo 56 vzorkii od 15 pacienti s relabujicimi
nebo rezistentnimi TGCT, ktefi byli zafazeni do studii probihajicich na 2. LF UK a Fakutni
Thomayerové nemocnici. Studie byly schvaleny etickymi komisemi nemocnic a vSichni
zafazeni pacienti podepsali informovany souhlas se studiemi a zpracovanim jejich vzorkd.
Jednalo se o pacienty, ktefi absolvovali chemoterapii na bazi cisplatiny; vzorky viabilniho
nadoru po této lé€bé proto piedstavuji nadorové bunky casteéné nebo plné rezistentni
na cisplatinu.

U vSech pacientil byl vySetfeny ptivodni nador (pfed chemoterapii obsahujici cisplatinu,
tj. cisplatina-senzitivni tumor), u 13 z nich také volna cirkulujici DNA (cfDNA) a u 4 pacientli
metastazy z obdobi po chemoterapii obsahujici cisplatinu (tj. cisplatina-rezistentni).
U nékterych pacientd jsme méli k dispozici i vice vzorkli metastaz nebo vzorkti cfDNA —
u 4 z nich jsme mohli analyzovat cfDNA odebranou pfi diagndze a nasledné i v prubéhu 1écby.
Pacienti byli diagnostikovani ve véku od 26 do 51 let, vSichni byli v pokro¢ilych klinickych
stadiich onemocnéni — 2 nebo 3. Deviti z nich byl diagnostikovan neseminom a Sesti seminom.

Tti pacienti onemocnéni podlehli (Tabulka 1).

ID PN cfDNA | Meta | gDNA | Histologicky typ Vvék KS Stav

1 neseminom 42 2 PD, zemfel
2 neseminom 41 3 PD, zemrel
3 neseminom 28 2 CR

4 seminom 44 3 CR

5 seminom 34 2 CR

6 seminom 38 2 CR

7 neseminom 27 3 PD, zemrel
8 neseminom 38 2 CR

9 neseminom 42 3 PR

10 neseminom 29 3 PR

11 neseminom 34 3 PR

12 seminom 51 2 PR

13 seminom 26 2 CR

14 seminom 33 2 CR

15 neseminom 38 2 CR

Tabulka 1: Zakladni idaje o pacientech a typech vzorkii. ID = identifikacni ¢islo pacienta;
PN = primarni nddor; ¢cfDNA = volnd cirkulujici DNA; Meta = metastaza; gDNA = germ-line DNA;
Vek = vék v dobé diagnozy; KS = klinické stadium; PD = progrese; CR = kompletni remise; PR =

éasteéna odpovéd na léébu
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3.1. Izolace DNA

DNA z pacientskych vzorki jsme izolovali riiznymi zplisoby v zavislosti na typu tkané. Volna
cirkulujici DNA byla izolovana z plazmy, nadorovd DNA z primarnich tumora nebo metastaz
z fezil tkané zalitych v parafinu, germ-line DNA z monocyta periferni krve. Pro tyto ucely byla
krev odebrana pacientim do 1 hodiny po odbéru centrifugovana (2000 g, 5 minut), plazma
alikvotovana 4 1 ml do eppendorfek, buffy coat bohaty na mononukledrni leukocyty

alikvétovan & 500 pl, a vSe ihned zamrazeno na -80 °C.

— | PLASMA 55%

== =— BUFFY COAT <1%

(WHITE BLOOD CELLS AND PLATELETS)

- RED BLOOD CELLS 45%

Obrazek 3: Schéma slozek krve — shora dolii: plazma, buffy coat obsahujici leukocyty a krevni

desticky, ¢ervené krvinky (prevzato z www.thermofisher.com)

3.1.1. Izolace cfDNA

Volna cirkulujici DNA byla izolovana ze vzorkll plazmy za pouZziti QIAamp Circulating
Nucleic Acid kitu od firmy Qiagen. Principem metody je zachyceni cfDNA na silikagelovou
membranu v kolonce, opakované pieciSténi za pouZiti vakuové odsavacky, aby byly odstranény
necistoty a nakonec eluce (vyluhovani) cfDNA z membrany.

V prvnim kroku bylo napipetovano 100 pl proteindzy K do 50ml zkumavky.
Proteinaza K rozstépi bilkoviny v plazmé, kterd byla néasledné do zkumavky ptidana (1 ml).
Nasledné bylo ptidano 0,8 ml pufru ACL a celd smés byla inkubovana v 60 °C po dobu
30 minut, aby doslo k denaturaci pfitomnych proteinti. Poté bylo ptidano 1,8 pufru ACB a smé&s
byla inkubovéana na ledu po dobu 5 minut.

Lyzat byl ptelit do QIAmp minikolonek, které byly pfedtim upevnény do systému
OlIAvac 24 Plus napojeném na vakuovou odsavacku. Nasledovalo pfecisténi cfDNA 600 pl
pufru ACWI1, 750 pl pufru ACW2 a 750 pl 96% etanolu. Minikolonky byly dale
zcentrifugovany (20 000 x g; 14 000 rpm) v cistych 2ml sbérnych zkumavkach po dobu
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3 minut. Minikolonky byly poté vlozeny do novych sbérnych zkumavek a inkubovany pii 56 °C
po dobu 10 minut.

Dale byly minikolonky vlozeny do 1,5ml elu¢nich zkumavek, bylo pfidano 35 ul
elu¢niho pufru AVE do centra silikagelovych membran v minikolonkéch a prob¢hla inkubace
po dobu 3 min v pokojové teploté. Nakonec byly minikolonky v elu¢nich zkumavkach
zcentrifugovany (20 000 x g; 14 000 rpm) po dobu 1 minuty a cfDNA byla vyluhovana

do elu¢nich zkumavek.

3.1.2. Izolace DNA z FFPE vzorku

FFPE (formalin-fixed paraffin-embedded) vzorky piedstavuji fezy tkané (primérnich tumort
a metastaz), které byly zafixovany pomoci formalinu a zalité do parafinu. [zolace DNA z téchto
vzorkl byla provadéna za pouziti QIAamp DNA FFPE Tissue kitu od firmy Qiagen. Podstatou
této metody je deparafinizace vzorku pomoci deparafinizacniho roztoku, 1yza proteinii, zahtati
na 90 °C, aby byly odstranény vazby (tzv. cross-links) nukleoproteinti vyvolané formalinem,
odstranéni deaminovanych cytosinovych zbytki pomoci uracil-DNA glykosylazy, zachyceni
DNA na membranu, promyti a ndledna eluce DNA.

Nejprve byly vzorky skalpelem zbaveny piebytecného parafinu a pieneseny do 2ml
zkumavek. Bylo ptidano 160 pl deparafinizacniho roztoku, vzorky byly inkubovany v 56 °C
po dobu 3 minut a nasledovalo zchlazeni v pokojové teploté. Bylo pfidano 55 pl Rnase-free
vody, 25 pl pufru FTB a 20 pl proteinazy K, poté byly vzorky zvortexovany, zcentrifugovany
a inkubovany v 56 °C po dobu 1 hodiny, aby doslo k lyze proteint.

Nasledovala inkubace v 90 °C po dobu 1 hodiny — v tomto kroku byly odstranény vazby
nukleoproteint vlivem formalinu. Vzorky byly zcentrifugovany a spodni €isté faze roztoku byla
pfenesena do nové 2ml zkumavky. K roztoku bylo pfiddno 115 pl Rnase-free vody.
K odstranéni deaminovynych cytosinovych zbytkli bylo ptfidano 35 pul UNG (uracil-DNA
glykosylazy), vzorky byly zvortexovany a inkubovany v 50 °C po dobu 1 hodiny.

Bylo pfidéno 2 pl Rnazy A (100 mg/ml) a probéhla inkubace v pokojové teploté po dobu
2 minut. Nésledné bylo pfidano 250 pl pufru AL a po zvortexovani také 250 pl 96% ethanolu.
Nasledovalo dalsi zvortexovani a centrifugace.

Lyzéat byl ptenesen do QlAmp minieluénich zkumavek, vzorky byly zcentrifugovany
pfi maximalni rychlosti po dobu 1 minuty a tekutina obsahujici pufry AL a AW1 byla vyhozena.
Nasledovalo promyti 500 pl pufru AW1, 500 pl pufru AW2 a 250 pl 96% ethanolu. Nakonec
byly minieluéni zkumavky pieneseny do cistych 1,5ml mikrocentrifugaénich zkumavek

a doprostfed membrany bylo piidano 30 pl pufru ATE. Probéhla inkubace v pokojové teplote
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po dobu 1 minuty a nakonec byly vzorky zcentrifugovany pii maximalni rychlosti po dobu

1 minuty a doslo k eluci DNA.

3.1.3. Izolace gDNA
K izolaci germ-line DNA z periferni krve (buffy coatu) byl pouzit QIAmp Blood Mini kit

od firmy Qiagen. Podstata této izolace obdobné¢ jak u cfDNA je zalozena na lyze proteint
obsazenych ve vzorku, zachyceni DNA na silikagelové membrané a nasledné nékolikanasobné
precisténi, aby ve vysledné zkumavce byla jen Cista eluovana DNA.

V prvnim kroku bylo do 1,5ml mikrocentrifuga¢ni zkumavky napipetovano 200 pl
Proteinazy K a pifidano 200 pl buffy coatu. Dale bylo pifidano 200 pl pufru AL
a po zvortexovani probé&hla inkubace v 56 °C po dobu 10 minut, kdy doslo k 1yze proteinti. Poté
bylo pridano 200 pl 96% ethanolu a vzorky byly znovu zvortexovany a zcentrifugovany. Obsah
zkumavky byl pfenesen do QIAmp mini spin kolonky (v 2ml sbémé zkumavce)
a zcentrifugovan (6 000 x g; 8 000 rpm) po dobu 1 minuty. Sbérné zkumavky s filtratem byly
vyhozeny a QIAmp mini spin kolonky byly pfeneseny do novych 2ml sbérnych zkumavek.
QIAmp mini spin kolonky byly nasledné promyty 500 pl promyvaciho pufru AW1 a 500 pl
promyvaciho pufru AW2.

Kolonky byly pfeneseny do novych sbérnych zkumavek a bylo pfiddno 200 pl
destilované vody. Probéhla inkubace v pokojové teplot¢ po dobu 1 minuty, centrifugace

(6 000 x g; 8 000 rpm) po dobu 1 minuty, kdy byla eluovana DNA.

3.2. Fragmentace DNA

Vyizolovanou DNA je tfeba rozstépit na kratsi iseky, které budou nasledné pouzity na piipravu
knihoven, jeZ po dodatecné Upravé budou pfipraveny pro sekvenovani nové generace.
Pro fragmentaci DNA na tseky o0 200 bp (part bazi) byl pouzit ultrasonikator Covaris S2 Focus.

Vzorky byly pfendany z eppendorfek do kyvetek a stoCeny v centrifuze. Kyvetky byly
vkladany jednotlivé do ultrasonikatoru, kde doslo k naStépeni DNA pomoci ultrazvukovych

vin. Po dokonceni programu byly vzorky snovu stoceny a ptednany do novych eppendorfek.

3.3. Priprava knihoven

Z nafragmentovanych vzorki DNA byly déle vytvofené knihovny. Tento krok spociva v Gipravé
pfesahtli na koncovych ¢astech vldken DNA vzniklych pti fragmentaci, pfidani deoxyadenosinu
5'-monofosfatu (1AMP) na 3’ konec kazdého vldkna a poté ligaci adaptéri na konce vlaken.

Adaptéry predstavuji oligonukleotidy obsahujici primer pro naslednou PCR reakce a také tzv.

28



barcode, ktery je unikatni pro kazdé vlakno DNA a umoziiuje tedy identifikaci jednotlivych
vlaken. Pro ptipravu knihoven byl pouzit Agilent HS XT Whole-Exome Kkit.

V prvnim kroku byl pfipraven strip vzorkl obsahujici 10-200 ng DNA v 50 ul. Déle byl
piipraven liga¢ni master mix z 23 ul liga¢niho pufru a 2 pl T4 ligazy (mnozstvi uvedeno
na 1 vzorek), ktery byl dan do pokojové teploty.

Nasledné byla pfipravena na ledu smés 16 pul End Repair ATail pufru a 4 pul EndA mixu
(na 1 vzorek) a ptidana do vzorkii. Vzorky byly pfendany do cycleru na nize uvedeny program:

e 20 °C 15 minut
e 72°C 15 minut
e 4°Chold

Vzorky byly vyndéany z cycleru na led a bylo do nich ptidano 25 pl liga¢niho mixua 5 pl

Adaptor Oligo mixu a nasledn¢ opét vlozeny do cycleru nize uvedeny program:
e 20 °C 30 minut
e 4°Chold

Do vzorkt bylo ptidano 80 ul AMPure kulicek a nasledné byly dvakrat promyty 70%
ethanolem na stojanku s magnetem. Vzorky byly poté inkubovany 37 °C po dobu 1-3 minut,
bylo pfiddno 35 pl RNase-free vody, nasledovala inkubace po dobu 2 minut a vzorky byly
pfeneseny na stojanek s magnetem.

Vzorky byly ptendany do nového stripu, bylo do nich pfidano 13,5 PCR mixu (uveden
nize) a2 pl index primeru, ktery slouzi pro naslednou identifikaci jednotlivych vzorkl pfi
sekvenovani.

PCR mix byl pfipraven z (mnoZstvi na 1 vzorek):

e 10 ul Herculase pufru
e 0,5uldNTP
e 2 ul forward primeru
e | pl Herculase polymerazy
PCR reakce probéhla v cycleru pfi nasledujicim programu:
e 98 °C 2 minuty
e 98 °C 30 sekund, 60 °C 30 sekund, 72 °C 1 minuta — 11x
e 72°C 5 minut
e 4°Chold
Po PCR reakci byly vzorky promyty pomoci 50 ul AMPure kuli¢ek a 70% ethanolu

na stojanku s magnetem. Probéhla inkubace v 37 °C po dobu 1-3 minut bylo pfidano 15 pl

29



RNase-free vody, néasledovala inkubace pii pokojové teploté po dobu 2 minut a vzorky byly

pfeneseny na stojanek s magnetem. Promyté vzorky byly nasledné pfendany do nového stripu.

3.4. Uprava knihoven k sekvenovani nové generace

Knihovny pfipravené v minulém kroku byly nésledné upraveny k sekvenovani nové generace.
V nasem piipad¢ jsme provadeli celoexomové sekvenovani, tudiz jsme hybridizovali v§echny
exomy v DNA s biotinylovanymi proby, které byly nasledné zachyceny na streptavidinové
kulicky pomoci Target Enrichment kitu od firmy Agilent. Zbylda DNA ve vzorcich,
ktera se nezachytila na streptavidinové kuli¢ky, byla odmyta.

Nejprve byl pfipraven strip vzorkd obsahujici 500-1000 ng DNA v 12 pl. Dale byl
vytvoten 25% RNAse Block (1:3 RNase-free vody). Do vzorki bylo pfidano 5 pl Low Input
Blocker mixu a vzorky byly pfenesen do cycleru na program uvedeny nize. Béhem prvnich
15 minut, kdy byl pustény cycler, byl pfipraven hybridiza¢ni mix, ktery se pfidal do vzorka
v 16. minuté programu a obsahoval 2 pl 25% RNAse Blocku, 5 pl CapLib (hybridizac¢ni
knihovny) a 6 pul FH pufru (mnozstvi na jeden vzorek). V cycleru bézel nasledujici program:

e 95°C 5 minuta
e 65°C 10 minut

e 65 °C 1 minuta — pauza: ptidat 13 pl hybridizaéniho mixu, vortex a vratit

zpatky
e 65 °C 1 minuta, 37 °C 3 sekundy — 60x
e 65 °Chold

Zatimco byly vzorky v cycleru, bylo tfikrat promyto 50 ul streptavidinovych kulicek
200 pl Binding pufru. Vzorky byly pfendany z cycleru do stripu s promytymi streptavidinovymi
kulickami a dany na tfepacku na 1 800 otacek po dobu 30 minut.

Po dokonceni ptedchoziho korku byly vzorky promyty 1x pufrem 1 a 6x pufrem 2
na stojanku s magnetem (béhem promyvani pufrem 2 probihala pied dal§im promytim vzdy
inkubace v cycleru pii 70 °C po dobu 5 minut). Po odsati posledniho pufru bylo ptidano 25 ul
RNase-free vody a 25 pl PCR mixu.

PCR mix byl pfipraven z (objemy na 1 vzorek):

e 12,5 pl nuclease-free vody
e 10 ul Herc II Rxn pufru
e | ul DNA polymerazy

e [ pl post capture primer mixu
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e 0,5ul dNTP

Po pfidani 25 ul RNase-free vody a 25 ul PCR mixu prob¢hla PCR reakce v cycleru
na nasledujici program:
e 98 °C 2 minuty
e 98 °C 30 sekund, 60 °C 30 sekund, 72 °C 1 minuta — 9x
e 72°C 5 minut
e 4°Chold
Po PCR reakci byl odsan supernatant a ptrenddn do nového stripu. Poté bylo
do supernatantu ptidano 50 pl promyvacich kuli¢ek a vzorky byly dvakrit promyty 70%
ethanolem na stojanku s magnetem. Nakonec bylo pfidano 25 pl RNase-free vody a vzorky

byly ptepipetovany do popsanych zkumavek.

3.5. Hodnoceni kvality DNA

Kvalita DNA byla pribézné v celém procesu hodnocena spektrofotometricky pomoci pfistroje

Qubit a podrobnéji také elektroforeticky na mikrocipu firmy Agilent.

3.5.1. Spektrofotometrické hodnoceni kvality DNA

Pro spektrofotometrické hodnoceni kvality DNA byl pouzit ptistroj Qubit firmy ThermoFisher
Scientific. Byl pfipraven roztok pufru s reagentem (oranZové barvivo) v poméru 200:1.
Do zkumavek bylo napipetovano 199 pl tohoto roztoku spolu s 1 pl vzorku. Pro zkumavky

standardu 1 a 2 bylo pouzito 190 pl roztoku a 10 pl ptislusného standardu.

3.5.2. Elektroforetické hodnoceni kvality DNA

Elektroforetické hodnoceni kvality DNA probihalo na High Sensitivity DNA
¢ipech firmy Agilent. )
Nejprve byl zasazen ¢ip do priming stanice, poté bylo napipetovano
9 ul barviciho gelového mixu do jamky oznacené “G”.
Probéhla kontrola pistu, ze je v pozici 1 ml a byla zaviena priming stanice;
pist byl poté zatlacen doll. Pockalo se 60 sekund a byl uvolnén pist. Poté
se pockalo 5 sekund, pist byl dan zpatky do polohy 1 ml a bylo napipetovano
se 9 ul barviciho gelového mixu do zbylych jamek v sloupci.
Nasledn¢ bylo napipetovano 5 pl High Sensitivity DNA markeru
do zbylych jamek, 1 pl High Sensitivity DNA Zebtiku do jamky 15 a 1 pl

vzorkl do jamek 1-3, 5-7, 9-11 a 13-15. Wi markeru
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Po dokonceni programu na pfistroji byly zkontrolovany vystupy jednotlivych vzorkt — jestli
se v nich nachazi dostatecné vysoka koncentrace DNA o odpovidajicich délkach fragmentt (viz

nize).
(4

T T T 1 [ 1 TTT 1 -
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Obrazek 4: Graficky vystup elektroforetického hodnocent kvality DNA na mikrocipu Agilent
(vzorek metastazy). Na ose X jsou vyznacené hodnoty pari bazi, na ose Y hodnoty koncentrace

ve formé fluorescencnich jednotek. Vpravo je grafické znazornéni na gelu.

3.6. Celoexomové sekvenovani
Upravené vzorky k sekvenovani byly nafedény na 4nM koncentraci. Déle byl pfipraven 0,2nM
roztok NaOH a nafedéné vzorky byly smichany s timto roztokem v poméru 1:1 (5 pl natfedénych
vzorki a 5 pl roztoku NaOH.

Do smési bylo pridano 5 pl trisHCI a 985 ul pufru HT1 (do objemu 1 ml). Nasledné byl
vytvofen finalni 1,8pM roztok, tj. 117 ul roztoku z pfedchoziho kroku a 1183 pl pufru HT1.
Tento roztok byl pfenesen do flow cell a vlozen do pfistroje Illumina NextSeq 500
k celoexomovému sekvenovani.

Vzorky byly sekvenovany na pricipu sekvenovani pomoci syntézy (viz Obrazek 5). Pti této
metod¢ sekvenovani jsou jednotlivé fragmenty DNA zachyceny na oligonukleotidy nachazejici
se na dné flow cell. Tyto oligonukleotidy jsou komplementarni k casti barcodu —
oligonukleotidu napojeného na jednotlivd vldkna DNA. Pomoci DNA polymerdzy dojde
k vytvofeni novych vldken DNA, které jsou komplementarni k templatovym vlaknim
zachycenych na oligonukleotidech ve flow cell.

Templatova vladkna jsou poté odmyta a dochazi k vytvofeni klastrii pomoci tzv. bridge
amplifikace. Po této amplifikaci jsou odmyta zpétna vldkna DNA a zacind sekvenovani
ptednich (forward) vldken. Jednotlivé nukleotidy inkorporované do nové vznikajicich vldken
DNA jsou znaCeny florescenénimi barvami, které jsou detekovany sekvenacnim pftistrojem,
jenz na zéklad¢ emitované barvy rozpozna, jaké baze se pridaly do nové vytvarenych vldken
DNA. Baze mohou byt znacené 4 barvami, tedy kazdéa baze nese svou vlastni barvu, nebo (jako

v nasem piipad€) byly znaceny kombinaci pouze 2 barev. V tomto piipad€ jsou dvé baze
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znaCené odliSnymi barvami, tfeti nese kombinaci téchto barev a ctvrtda Zadnou barvu.
Po precteni prednich vlaken DNA jsou templaty odmyty a nasleduje obdobné sekvenovani

zpétnych vlaken.

Library
preparation

Cluster growth Sequencing

AN

- s TDTTooToomnn

i
DNA (< 1 pg)

ra—

TGCT C
Base calling

TGCTAC
Base calling

Obrazek 5: Sekvenovani pomoct syntézy. V horni éasti (zleva) viakno DNA s barcody na obou
koncich komplemntarni k oligonukleotidiim ve flow cell; hybridizace vladken DNA ve flow cell, tvorba
klastrii a bridge amplifikace; sekvenovant vlakna DNA pomoci syntézy. V dolni ¢asti detekce
fluorescencnich barev jednotlivych bazi sekvenaénim pristrojem (nahoie p¥i pouZiti 4 barev a dole

P pouziti kombinact 2 barev). Pirevzato z www.illumina.com.
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4. Vysledky

Primarni vysledky sekvenovani (hruba data) byla dale zpracovana pomoci bioinformatickych
pipeline, byla provedena kontrola kvality sekvenovdni a zjiStény varianty v porovnani
s referenénim genomem. Tyto vysledky byly dale zpracovany v programu Microsoft Excel, kde
jsme analyzovali molekulérni aberace jednotlivych pacienti. Analyzovali jsme cely exom —

tedy ¢ast genomu tvotrené exony, které jsou dale transkribovany do mRNA.

4.1. Analyza poétu mutaci v jednotlivych typech vzorku

V ramci analyzy jsme odfiltrovali synonymni mutace tj. ty, které nezapficinuji zdménu
aminokyseliny v nasledujici transkripci do mRNA a nejsou tedy tolik klinicky vyznamné. NiZe
je uvedeno grafické zpracovani poctu nesynonymnich mutaci, které se nachazely v jednotlivych

typech vzorkd.

Pocet nesynonymnich mutaci v zavislosti na typu vzorku

M primarni nador ®cfDNAdg ®cfDNA v pribéhu lécby metastaza B metastdza 2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Pacienti

Graf 3: Pocet nesynonymnich mutaci v zavislosti na typu vzorku (zlogaritmovano). Osa X
predstavuje jednotlivé pacienty, osa Y pocet mutaci. cfDNA dg = volna cirkulujicit DNA odebrana

v dobé diagnozy.

Zajimalo nas, jestli se liSi pocCet nesynonymnich mutaci v pribéhu progrese
onemocnéni. Porovnali jsme tedy pocet mutaci ve vzorcich primarnich nadori a mestastaz. Jak
je videt na grafu nize, nelze z udaji, které nam vysly, pozorovat n¢jakou korelaci co se tyce

poctu nesynonymnich mutaci a progrese onemocnéni.
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Porovnani po¢tu nesynonym. mutaci - prim.
nador/metastaza

M primarni nador B metastaza B metastaza 2
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Graf 4: Porovndni nesynonymnich mutaci u vzorkii primdarnich nadorit a metastaz. Osa X
zndzornuje identifikacni ¢isla pacientii, osa Y pocet nesynonymnich mutaci.
Obdobn¢ jsme se divali na pocet nesynonymnich mutaci u cfDNA — jak se 1isi pocty
u cfDNA pfi diagndze a cfDNA odebranou v pribéhu onemocnéni. Stejné jako u porovnavani
poctu mutaci u primarnich nadort a metastdz, ani zde jsme neobjevili Zadnou korelaci v poctu

nesynonymnich mutaci v zavislosti na prabéhu onemocnéni.

Porovnani poctu nesyn. mutaci cfDNA v prabéhu |éCby

HcfDNAdg mcfDNA v pribéhu lécby
500
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Graf 5: Porovnani nesynonymnich mutact u vzorkit ¢cfDNA odebranych pri diagnéze oproti vzorkiim
¢fDNA odebranijch v pritbéhu onemocnéni. Osa X znazornuje identifikacni ¢isla pacientil, osa Y pocet

nesynonymnich mutaci.
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Narozdil od primarnich nadort a metastaz, u kterych jsou vzorky tvofené vyizolovanou
DNA z tezii tkan€ s maximalnim zastoupenim nadorovych bun¢k (minimalné 80 %), cfDNA
koluje v krevnim fecisti a jeji koncentrace se v pribéhu onemocnéni méni — pii uspesnosti 1€cby

klesa, pti progresi onemocnéni naopak vykazuje opacny trend.
4.2. Analyza jednotlivych genii

Dale jsme hledali ty nesynonymni mutace jiz u konkrétnich geni, které by mohly byt
vyznamné pro vznik a vyvoj TGCT a vzniku rezistence na cisplatinu. Odfiltrovali jsme ty
mutace, které se vyskytuji v germ-line DNA (tedy v DNA ,zdravych“ normalnich bungk)

a hledali somatické mutace unikatni pro primarnich nddory, nadorovou cfDNA a metastazy.
Pti hodnoceni byla vzdy dodrzovéana nésledujici kritéria:

e Lokus, ve kterém doslo k mutaci, musel byt vzdy pfecten sekvenac¢nim piistrojem
alespon 3x.

e Celkoveé musel byt dany lokus piecten alesponl 5x.

e Mutace se v nadorovém vzorku vyskytla s frekvenci aspon 5 %.

e Mutace se nenachdzela v germ-line DNA.

Vyfiltrované aberace byly dale hodnocené dle jejich popisovaného vyznamu
v etiopatogenezi nadori nebo testikularnim vyvoji. Nize je uvedeno 9 gend, které byly
mutované u vice pacientil ve vysSich frekvencich a u kterych tak Ize o¢ekavat funkcni a klinicky
vyznam: RBMX 31 %, TPTE2 17 %, PRAMEF8 19 %, TSPAN16 7 %, CDC27 12 %, PRDM9
9%, DNAHI12 5 %, ANKRD30A4 15 % a HGC6.3 12 % (procenta udavaji pocty vzorkl s danou

mutaci ze vSech vysetienych vzorki — viz Graf 6).
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Procentualni zastoupeni nesynonymnich mutaci v
nadorovych vzorcich

5 3%
g
g 30%
S 5%
8
£ 20%
=4
c 15%
2
c 10%
=R
=
2 %
g
0%
ol W e o A & ok ¥ %
P T e I R S o
7 \ o s Q G o
&
QF‘ -"\':3 “ QQ‘ '(:l% ?,‘\:&-Qg Q(D

s geny

Graf 6: Procentudlni zastoupent nesynonymnich mutact v analyzovanych nadorovych vzorcich.
Na ose X jsou vyneseny jednotlivé geny a na ose Y pocet vzorkil, ve kterych byla pritomna mutace

daného genu — vyjadreno v procentech ze vsech vzorkii.

4.2.1. RBMX

4

Gen RBMX se nachazi na chromozomu X a je homologem genu RBMY vyskytujici
se na chromozomu Y, ktery patii mezi regulatory spermatogeneze. Uvadi se, Ze ke vzniku
tohoto homologu doSlo pfed vice nez 130 miliony lety mezi protochromozomy X a Y
(Delbridge et al., 1999). Sam gen RBMX se podili na udrzovani genomové stability a neni
exprimovan vyhrad¢ ve varlatech, na rozdil od RBMY.

U 3 pacientd jsme objevili mutace vtomto genu ve vSech dostupnych typech
nadorovych vzorkl, pfi¢emz v kontrolnim vzorku germ-line DNA se mutace nenachazely.
U pacienta ¢. 15 mizeme vidét, Ze mutace v primarnim nadoru nebyla detekovana, ale byla
nalezna v cfDNA pfi diagndze a v prubéhu 1é¢by se Cetnost této mutace jesté zvysila. Gen

RBMX by tudizZ mohl mit vliv jak na vyvoj TGCT, tak na vzniku rezistence na cisplatinu.
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RBMX - RNA Binding Motif protein X-linked

pac. aberace charakter PN |meta| cfDNA dg | cfDNA IéC. | kontrola gDNA
1 chrX 135960119 C->T missense 20% | 40% - 31% 0%
3 chrX 135960119C—> T missense 33% - - 31% 0%
chrX 135957672 A>T missense 40 % - - 42 % 0%
4 chrX 135957690 A - G missense 38 % - - 45 % 0%
chrX 135957699 C > T missense 26 % - - 36 % 0%
15 chrX 135960230 C > T missense 0% - 20 % 50 % 0%

Tabulka 2: Mutace v genu RBMX. Sloupec “aberace” piedstavuje umisteni daného lokusu v ramei

chromozomu a zménu baze; PN = primarni nador; meta = metastaze; ¢fDNA dg = volna cirkulujici

DNA pri diagnze; cf DNA lé¢. = volna cirkulujici DNA v pritbéhu lééby; gDNA = germ-line DNA;

4.2.2. TPTE2

pomlcka = nebyl k dispozici vzorek

TPTE? je jednim z recentné objevenych kandidatnich gent podilejici se na pohyblivosti

spermii, ktery se také pravdépodobné podili na muzské neplodnosti (Alikhani et al., 2013).

Tento gen kdduje enzym fosfatdzu Gicastnici se bunééné signalizace (protein tyrosin fosfatdzova

aktivita) a k jeho expresi dochazi vyhradné ve varlatech. Dle naSich vysledkl se u 3 pacientii

objevily missense mutace v tomto genu ve vysoké mife jak pii diagndze, tak i v pribchu

onemocnéni.

TPTE2 - Transmembrane Phosphoinositide 3-phosphatase and Tensin homolog 2

pac. aberace charakter PN |meta| cfDNA dg | cfDNA IéC. | kontrola gDNA
1 ch13 20066994 T-> C missense 39% |44 % - 58 % 0%
3 chr13 20067011 A - C missense 24 % - - 21 % 0%
4 chr13 20066994 T-> C missense 54 % - - 42 % 0%

Tabulka 3: Mutace v genu TPTE2. Sloupec “aberace” predstavuje umisténi daného lokusu v ramci

chromozomu a zménu baze; PN = primdarni nador; meta = metastaze; cfDNA dg = volna cirkulujict

DNA pri diagnze; ¢f DNA 1é¢. = volna cirkulujici DNA v pritbéhu léc¢by; gDNA = germ-line DNA;

4.2.3. PRAMEFS8
PRAMEFS patii do genové rodiny PRAME. K expresi genil této rodiny dochédzi za normélnich

pomlcka = nebyl k dispozici vzorek

podminek dle soucasnych genomovych studii témét vyhradé ve varlatech. Piedpoklada se,

ze gen PRAMEF'S negativné ovliviiuje apoptdzni procesy a zvysuje proliferaci bunék. Objevili

jsme missense mutace v tomto genu napii¢ nadorovymi vzorky u 2 pacienti.




PRAMEFS - PRAME family member 8

pac. aberace charakter PN |meta| cfDNA dg | cfDNAIéC. | kontrola gDNA
4 chrl 12979685 T - C missense 25 % - - 31% 0%
11 chrl 12980099 G - C missense 20% - 30% 29% 0%
chrl 12980096 G > T missense 24 % - 30 % 29 % 0%

Tabulka 4: Mutace v genu PRAMEFS8. Sloupec “aberace” predstavuje umisténi daného lokusu
v ramci chromozomu a zménu baze; PN = primdrni nador; meta = metastaze; cfDNA dg = volna
cirkulujicit DNA pri diagnze; cf DNA lé¢. = volna cirkulujici DNA v pritbéhu lééby; gDNA = germ-line
DNA; poml¢ka = nebyl k dispozici vzorek

4.2.4. TSPANI16

Gen TSPANI6 koduje transmembranovy protein tvofeny 4 hydrofobnimi doménami. Tento gen
zprostiedkovava signalni transdukce, jez ovliviuji regulaci bunééného cyklu, proliferaci, rist
a pohyblivost bun¢k. Exprese tohoto genu je spojovana vyhradné€ s varlaty. Mutaci v tomto
genu jsme zaznamenali pouze u jednoho pacienta, nicméné vzhledem k funkci tohoto genu,
procentudlnimu zastoupeni této mutace a recentnimu objevu spojujicimu 7SPAN16 s muzskou

neplodnosti (Omolaoye et al., 2022) se domnivame, ze by mohl hrat dtlezitou roli ve vyvoji

TGCT.

TSPAN16 - Tetraspanin 16

pac. aberace charakter PN |meta| cfDNA dg | cfDNA léc.

kontrola gDNA

5 ch19 11437480 C > G missense 73% | 73 % - 57 % 0%

Tabulka 5: Mutace v genu TSPAN16. Sloupec “aberace” predstavuje umisténi daného lokusu
v ramci chromozomu a zménu baze; PN = primarni nador; meta = metastaze; ¢cfDNA dg = volna
cirkulujici DNA pvi diagnze; cf DNA lé¢. = volna cirkulujici DNA v priibéhu léc¢by; gDNA = germ-line
DNA; pomlc¢ka = nebyl k dispozici vzorek

4.2.5. CDC27

Gen CDC27 patii mezi tumor supresorové geny a regulatory bunééného cyklu. Jeho produkt
interaguje s checkpoint proteiny, které dohliZeji na to, aby délici vieténko bylo fadné sestaveno
a bunka vstoupila do anafaze mitdzy ve chvili, kdy jsou vSechny chromozomy spravné sefazeny
v ekvatoridlni roviné. CDC27 byl poprvé publikovan jako potencialni onkogeneticky faktor
u TGCT v roce 2015 (Litchfield et al., 2015), kdy védci objevili mutace v tomto genuu 11,9 %
vzorkli. My jsme nalezli tuto mutaci v 12 % vzorkl — u 2 pacientti. U obou pacientii se jednalo

o missense mutaci na identickém misté, kdy doslo k zdmén¢€ guaninu za cytosin.

39



CDC27 - cell Division Cycle 27

pac. aberace charakter PN |meta| cfDNA dg | cfDNA |éC. | kontrola gDNA
1 chrl7 45234303 G > C missense 5% [22% - 5% 0%
3 chrl7 45234303 G > C missense 25% - - 15% 0%

Tabulka 6: Mutace v genu CDC27. Sloupec “aberace” predstavuje umisténi daného lokusu v rameci
chromozomu a zménu baze; PN = primarni nador; meta = metastaze; ¢fDNA dg = volna cirkulujici
DNA pri diagnze; cf DNA lé¢. = volna cirkulujici DNA v pritbéhu lééby; gDNA = germ-line DNA;

pomlcka = nebyl k dispozici vzorek
4.2.6. PRDMY9

PRDMY kéduje zinc finger protein (jehoz charakteristickd stavba umoZiuje rozpoznani
specifickych sekven¢nich motivii DNA), ktery se vyznacuje histon metyltransferazovou
aktivitou. Katalyzuje metylaci histoni H3 béhem profize meidzy a urCuje mista
rekombinac¢nich hotspotl (Feichtinger & McFarlane, 2019). K jeho expresi dochazi prevazné
ve varlatech. Uvazuje se, ze pravé mutace v tomto genu mohou zapfi¢inovat neplodnost u muzi
(Fang et al., 2022). My jsme mutace PRMD?Y nasli ve 3 cfDNA vzorcich u 2 pacientl (u pac. 3
jsme nasli 2 rGzné mutace v jednom vzorku cfDNA), pficemz v primédrnich tumoru
se nenachdzela. To naznacuje, Ze muze souviset s generalizaci onemocnéni a vznikem

rezistence na 1écbu, a PRDMY je tak kandidatnim genem hrajicim roli ve vzniku rezistence

na cisplatinu u TGCT.

PRDMO - PR/SET domain 9

pac. aberace charakter PN |meta| cfDNA dg | cfDNA IéC. | kontrola gDNA
3 chr5 23527640 A - G missense 0% - - 12 % 0%
chr5 23527649 C-> A missense 0% - - 10 % 0%
7 chr5 23527721 C > A missense 0% - 9 % 7 % 0%

Tabulka 7: Mutace v genu PRDMg9. Sloupec “aberace” piredstavuje umisténi daného lokusu v ramci
chromozomu a zménu bdaze; PN = primarni nador; meta = metastaze; ¢fDNA dg = volna cirkulujici
DNA pii diagnze; cf DNA lé¢. = volna cirkulujici DNA v pritbéhu lééby; gDNA = germ-line DNA;

pomlcka = nebyl k dispozici vzorek
4.2.7. DNAH12

DNAH]I?2 je gen s ATPazovou aktivitou umoznujici pohyb molekul podél mikrotubulii. Neni

tkanové specificky, ale diky své funkci se podili mj. na pohyblivosti spermii

(Pereira et al., 2017). Mutaci v tomto genu jsme nasli ve velké mife v obou nadorovych
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vzorcich u jednoho pacienta, a to jak v primarnim nddoru, tak i v ¢cfDNA ziskané v pribchu

1é¢by. Pii studiu literatury jsme mutaci DNAH 12 spojenou s TGCT doposud nenasli, nicméné

vzhledem k funk¢éni podobnosti s nékolika geny zminénymi vyse, které jsou jiz s vyvojem

TGCT spojovany, povazujeme za dilezité tento gen do nasSich vysledki zaradit.

DNAH12 - Dynein Axonemal Heavy chain 12

pac.

aberace

charakter

PN

meta

cfDNA dg

cfDNA léc.

kontrola gDNA

4

chr3 57386148 C - G

missense

42 %

67 %

0%

Tabulka 8: Mutace v genu DNAH12. Sloupec “aberace” predstavuje umisténi daného lokusu v ramci

chromozomu a zménu baze; PN = primdrni ndador; meta = metastaze; cfDNA dg = volna cirkulujici
DNA pri diagnze; ¢f DNA 1é¢. = volna cirkulujici DNA v pritbéhu léc¢by; gDNA = germ-line DNA;

4.2.8. ANKRD30A

pomlcka = nebyl k dispozici vzorek

Gen ANKRD30A kéduje transkripéni faktor vazajici se na DNA, ktery je exprimovan vyhradné

v prsni tkani a varlatech, kde je specificky demetylovan (Wu et al., 2013). Zmény exprese

v tomto genu jsou spojovany s progresi rakoviny prsu (Milioli et al., 2015), nicméné u TGCT

tato spojitost zatim publikovdna nebyla. Vzhledem k tomu, Ze jsme mutace v genu ANKRD30A4

nasli v 14 % nadorovych vzorcich s 0 % piitomnosti v kontrolni germ-line DNA, povaZujeme

i tento gen za jeden z potencialnich kandidatnich gent pro vyvoj TGCT.

ANKRD30A - Ankyrin repeat domain 30A

pac. aberace charakter PN |meta| cfDNA dg | cfDNA IéC. | kontrola gDNA
4 chr1037430914T->G missense 13% - 14 % - 0%
13 chr1037436349T->C missense 36 % - - - 0%
15 chr1037505192C->T missense 86 % - 50 % 36 % 0%

Tabulka 9: Mutace v genu ANKRD30A. Sloupec “aberace” piedstavuje umisténi daného lokusu

v ramci chromozomu a zménu baze; PN = primarni nddor; meta = metastaze; ¢fDNA dg = volna

cirkulujici DNA pri diagnze; c¢f DNA lé¢. = volna cirkulujici DNA v pritbéhu lé¢by; gDNA = germ-line

4.2.9. HGCe6.3

DNA; pomlcka = nebyl k dispozici vzorek

HGC6.3 je prozatim necharakterizovany RNA gen, ktery byl v jiZ v roce 1999 publikovan

v souvislosti s rakovinou vajecnikii, kdy byly v nddorovych vzorcich nalezeny tandemové

repetice VNTR v tomto genu (Minaguchi et al., 1999). Spojitost HGC6.3 s TGCT jsme zatim




v literatufe nenasli, nicméné jsme tuto mutace objevili v 12 % nadorovych vzorcich, pficemz

pac. 2 s frameshift mutaci (kterd narozdil od missense mutace méni cely Cteci rdmec)

onemocnéni podlehl, coz nazna¢uje momznou funkéni vyznamnost této aberace.

HGC6.3 - uncharacterized LOC100128124

pac. aberace charakter PN |meta| cfDNA dg | cfDNA IéC. | kontrola gDNA
2 chr6 20296385 A-> AGT frameshift 10 % - - 16 % 0%
6 chr6 168377220T > G missense 8% - 16 % 15% 0%

Tabulka 10: Mutace v genu HGC6.3. Sloupec “aberace” predstavuje umisténi daného lokusu

v ramci chromozomu a zménu baze/bazi; PN = primarni nador; meta = metastaze; cfDNA dg =

volna cirkulujici DNA pii diagnze; c¢f DNA lé¢. = volna cirkulujici DNA v priibéhu lééby; gDNA =

germ-line DNA; poml¢ka = nebyl k dispozici vzorek

42




5. Diskuze

Cilem této prace bylo indentifikovat molekularni aberace pacientskych vzorki TGCT,
které se mohou podilet na vyvoji onemocnéni a vzniku cisplatinové rezistence. Molekularni
charakteristika vyvoje TGCT i vznik cisplatinové rezistence jsou aktualni onkologicka témata,
u kterych stale dochdzi k novym objeviim. Piedev§im mechanismus vzniku cisplatinové
rezistence u TGCT je stidle dodnes relativné malo znamy. Komplexni pochopeni této
problematiky by mélo nabidnout teoretické podklady k vytvoteni cilené biologické 1écby,
zlepSeni diagnostickych technik a progno6zy u pacientti s pokrocilym TGCT.

Buniky TGCT jsou vysoce senzitivni na chemoterapii na bazi cisplatiny, a to patrné diky
svému pivodu, na zaklad¢ kterého si uchovavaji ¢astecné embryonalni charakter. U casti
nadorii ale dochédzi ke ztraté této senzitivity, pfiCemz pfiCiny tohoto jevu jsou prozatim
neobjasnéné. Uvazuje se predevsim o uloze vySe zminénych regulatorti pluripotence OCT3/4
a NANOG a také spojitosti s epigenetickymi zménami, pfedev§im metylaci DNA.

Nas materidl se sestaval z 56 vzorkli od 15 pacientl. U kazdého pacienta jsme méli
k dispozici vzorek primarniho nadoru a kontrolni germ-line DNA. U 13 pacientl jsme méli
alesponi jeden vzorek cfDNA, u 4 z nich jsme mohli analyzovat cfDNA odebranou pfi diagnoze
a nasledné i v prib¢hu 1é¢by. 4 z celkového poctu pacientll se vytvotily metastazy. Neuplny
soubor cfDNA dat byl tedy jednim z limitujicich faktord naSi analyzy, predevS§im diky
chybé&jicim vzorkim cfDNA v dobé& diagnézy. Pocet 15 pacientl je do urcité miry také
limitujici, nicméné jak bylo zminéno v kapitolach vySe, jen mald ¢ast diagnostikovanych
pacientl se nachazi v pokrocilych stadiich onemocnéni a z nich pouze cca 10 % je rezistentnich
na cisplatinu. KdyZ tyto poc€ty vztahneme na populaci Prahy, vyjdou ndm pouze jednotky
pacientii vhodnych k zatazeni do studie (viz Graf 7).

Vysledkem naseho vyzkumu je piedevsim identifikace 9 kandidatnich gend pro vyvoj
TGCT a/nebo vzniku cisplatinové rezistence — RBMX, TPTE2, PRAMEFS, TSPAN16, CDC27,
PRDMY, DNAHI2, ANKRD30A4 a HGC6.3. S vyvojem onemocnéni spojujeme predev§im geny
RBMX, TPTE2, PRAMEFS8, TSPAN16, CDC27, DNAHI12, ANKRD30A4 a HGC6.3, se vznikem
cisplatinové rezistence predev§sim PRDMY9 a dale také RBMX. VétSina z téchto geni
je spojovand s normalnim vyvojem a/nebo funkci varlat, ale zatim jen jediny (CDC27) byl
identifikovany v souvislosti s jeho moznou roli v patogenezi TGCT. Nékteré z téchto genii byly
déle dany do souvislosti s infertilitou, kterd mize mit s TGCT podobnou etiopatogenezi
ve smyslu syndromu testikularni dysgeneze (geny 7TPTE2, TSPANI6 a PRDMY)

nebo v souvislosti s jinym nadorovym onemocnénim (nddory ovaria — gen HGC6.3).
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Graf 7: Vijuoj zastoupent klinickyjch stadii TGCT vztazeny pouze na obyvatele Hl. m. Prahy.

(pirevzato z www.svod.cz)

Identifikace mutaci v tumor supresorovém genu a regulatoru bunééného cyklu CDC27
je v souladu se studii Litchfield et al., 2015, ve které byly missense mutace v tomto genu
objeveny v 12 % vzorkd, stejné jako v nasem vyzkumu.

Nami objevené mutace v genu PRDMY jsou zajimavé také v souvislosti se studii
Lambrot & Kimmins, 2011. V této studii byla spojovana abnormalni exprese transkripéniho
faktoru a regulatoru pluripotence OCT3/4 podilejiciho se na vzniku TGCT a tumor
supresorového genu RASSFIA v souvislosti s aberantni metylaci histont H3. Je to pravé gen
PRDMY, ktery katalyzuje metylaci histonii H3 bcéhem profize meidzy a urCuje mista
rekombinac¢nich hotspotti. Z toho vyplyva, ze nami objevené missense mutace v genu PRDM9
by mohly mit pfimy dopad na néaslednou abnormalni expresi OCT3/4 a RASSF1A4.

Nase vysledky se sestavaji z identifikace 9 zajimavych kandidatnich gent, pficemz
minimalné u nékterych z nich lze predpokladat ptimy patogeneticky vyznam, a tudiZ i mozny
dopad na klinickou praxi. Do vyzkumu planujeme zaradit v budoucnu dal$i pacienty, abychom
mohli pracovat s vét§im souborem dat a vysledky nasledné oveéfit v klinickych studiich. V planu
jsou i dal$i analyzy, jako napf. metylacni analyza, aby bylo moZné pozorovat v nddorovych
bunikach i1 epigenetické zmény, u kterych se ukazuje, ze mohou mit také signifikantni vliv
na diagnozu a lécbu. V neposledni fadé planujeme experimentdlnim vyzkum na bunéénych
liniich TGCT a jejich CRISPR/Cas9 knockout screening, béhem kterého budou bunky

vystavené cisplatiné. Data z CRISPR/Cas9 knockout sekvenovani by méla pfinést nové
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informace o genech, které jsou zapojeny do vzniku cisplatinové rezistence, a jejich terapeutické
ovlivnéni by tudiz mohlo poskytnout efektivni 1écebny piistup pro pacienty s pokrocilymi

a rezistentnimi TGCT.
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6. Zavér

Testikularni germinalni nadory (TGCT) predstavuji vzhledem k jejich celosvétoveé vzristajici
incidenci velmi aktualni vyzkumné téma. Jsou to nejcastéjsi solidni nadory mladych muzi
ve véku 18-35 let, které sice obecné velmi dobie reaguji na 1écbu cisplatinou, ale u ¢asti
pacientl dochazi k vytvoreni rezistence na toto cytostatikum, a pro tyto potom neni k dispozici
zadna ucinna 1écba.

Pro molekularni charakteristiku TGCT je typicka predev§im amplifikace kratkého
raménka 12. chromozomu. Castymi aberacemi jsou mutace v genech napi. KIT, KRAS/NRAS
a transkrip¢nich faktorech NANOG a OCT3/4. Doposud bylo indentifikovdno mnoho dalSich
kandidatnich geni 1 epigenetickych zmén v rdmci vyvoje TGCT, nicméné tyto objevy potiebuji
jesté dalsi validaci. Obdobné i1 pro vznik cisplatinové rezistence plati to, Ze jeji molekularni
charakteristika je doposud relativné malo probadany jev, pracuje se s mnoha kandidatnimi geny
a z epigenetickych faktort predevs§im s metylaci DNA.

Z toho dtivodu si tato prace kladla za cil prostfednictvim celoexomového sekvenovani
56 vzorkl ziskanych od pacientli s pokrocilymi a na 1é¢bu refrakternimi testikularnimi nadory
objevit nové kandidatni geny vyvoje TGCT a vzniku cisplatinové rezistence a pripadné
poskytnout urcitou validaci ptedchozim studiim, aby v budoucnu mohla byt aplikovana cilena
biologické 1écba pro pacienty s pokro¢ilym TGCT.

Identifikovali jsme molekularni aberace v 9 kandidatnich genech, jejichZ charakter
naznacuje, ze se mohou podilet na vyvoji TGCT a/nebo vzniku cisplatinové rezistence,
ato RBMX, TPTE2, PRAMEFS, TSPAN16, CDC27, PRDM9, DNAHI2, ANKRD30A
a HGC6.3. Exprese téchto genti je zpravidla typicka pro varlata, 3 z nich jsou funkné spojovany
s neplodnosti, coz je jednim ze signifikantnich rizikovych faktorti pro vznik TGCT. Nase
vysledky nabizeji jak validaci né€kolika pfedchozich studii molekularnich aberaci TGCT,

tak nové kandidatni geny, které piedstavuji zajimavé cile pro dalsi vyzkum.
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