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Identifikacia novych biomarkerov a alternativnych pristupov k analyze nadorovej DNA
vyuzitel'nych v diagnostike a prognostike rakoviny prsnika

Zodpovedny rieSitel RNDr. Gabriel Minarik, PhD.
Prijemca Univerzita Komenského v Bratislave

Nazov pracoviska, na ktorom bol projekt rieSeny

Univerzita Komenského v Bratislava Prirodovedecka fakulta, Katedra molekularnej biolégie

Nazov a stat zahrani¢éného pracoviska, ktoré spolupracovalo pri rieSeni

Ziadne.

Udelené patenty/podané patentové prihlasky, vynalezy alebo uzitkové vzory, ktoré su
vysledkami projektu

Ziadne.

NajvyznamnejSie publikacie (knihy, €élanky, prednasky, spravy a pod.) zhriiujuce
vysledky projektu — uved'te aj publikacie prijaté do tlace

Prezentacia priebeznych vysledkov formou posterov a prihlasok prijatych na vyznamné
slovenské, eurdpske a svetové konferencie:

ESHG 2016-2018 - postrery, v roku 2017 ziskané Stipendium na zaklade zaslaného
abstraktu

SABCS 2017-2018 - postery

ACTC 2017 - poster

Dni molekulovej patologie 2017 - prednaska

NewsLab 2/2018 - dva ¢lanky

NewsLab 1/2019 - jeden ¢lanok prijaty do tlace

Uplatnenie vysledkov projektu

Spomedzi vysledkov vyskumu ziskanych v priebehu rieSenia projektu je mozné v ramci

hodnoteného obdobia v laboratornej a klinickej praxi uplatnit nasledovné:

1. dizajn pre ochorenie Specifického génového panelu a analyza vzoriek DNA ziskanych z

primarnych nadorov (tkaniv) pacientov s rakovinou prsnika prostrednictvom masivneho

paralelného sekvenovania, vratane bioinformatickej a Statistickej analyzy ziskanych

vysledkov pre identifikaciu genotypovo-fenotypovych korelacii u pacientov rozdelenych do

skupin podla pritomnosti rbznych typov CTC;

2. izolaciu celkovej RNA v hilbokozmrazenych vzorkach primarnych nadorov (tkaniv) pre

ucely analyzy prostrednictvom expresnej microarray zameranej na detekciu Statisticky

vyznamne odliSne exprimovanych RNA (mRNA a miRNA) s ohfadom na rozdelenie
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pacientov do skupin podla pritomnosti réznych typov CTC;

3. zavedenie konfirmacnych qRT-PCR analyz pre identifikované Statisticky signifikantne
rozdielne exprimovanych mRNA (v su¢asnosti je validovanych 10 kandidatnych mRNA);

4. izolaciu cirkulujucej DNA z plazmy vybranych pacientov a overenie moznosti pripravy
NGS kniznic pre cielené resekvenovanie pre ochorenie $pecifického panelu génov za
ucelom pilotnej Studie zameranej na identifikaciu nadorovo-Specifickych mutacii vo vzorkach
formou tzv. tekutej biopsie;

5. overenie moznosti pripravy genomickych kniznic z cirkulujicej DNA pre celogenémové
NGS sekvenovanie s nizkym pokrytim pre uc¢ely sledovania zmien CNV typu na uUrovni
celého genomu uplatnitefnu pri analyze vzoriek formou tzv. tekutej biopsie.

V buducnosti je mozné v pripade potvrdenia rozdielnej expresie identifikovanych
kandidatnych RNA pocitat’ s ich zavedenim do klinickej praxe ako novych biomarkerov pre
stratifikaciu pacientov s potencialnou diagnostickou, prognostickou, &i o terapii rozhodujucou
hodnotou. V suvislosti s touto ambiciou je vSak potrebné pocitat’ s dlh§im ¢asovym obdobim
na hodnotenie ziskanych vysledkov s ohfadom na dlhodobo prebiehajuci zber klinickych
udajov tykajucich sa pacientov, ktorych vzorky boli analyzované v priebehu projektu. V
su€asnosti bol realizovany zber klinicky relevantnych udajov od tychto pacientov v ramci 5-
roéného hodnoteného obdobia s ohfadom na dobu trvania bez progresie ochorenia a
celkoveého prezivania pacientov s ohfadom na ich stratifikaciu podla pritomnosti EMT CTC
a zber udajov dalej pokracuje.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia ciel'ov projektu v slovenskom jazyku
(max. 20 riadkov)

S ohlfadom na v projekte planované ciele je mozné konstatovat, Ze v3etky boli naplnené v
planovanom rozsahu. K jednotlivym Ciastkovym ciefom je mozné uviest konrétne priklady
dosiahnutych vysledkov:

1. Vyber vzoriek z biobanky a zber klinickych udajov - vybranych bolo 70 vzoriek
umozfujucich zabezpecenie nielen biologickych materialov reprezentovanych
hibokozmrazenymi vzorkami z primarnych nadorov ale aj komplexnych klinickych udajov
umozfujucich naslednu realizaciu genotypovo-fenotypovych korelaénych analyz. Pre pilotnu
Studiu analyz vzoriek formou tzv. tekutej biopsie bolo vybranych 15 vzoriek hlbokozmrazene;j
plazmy pre cielenu analyzu formou cieleného resekvenovania panelu nadorovo-$pecifickych
genov s vysokym pokrytim. Pre vSetky analyzované vzorky su dostupné klinicky relevantné
udaje, pricom doba sledovania pacientov uz ku dnednému diu presiahla 5 rokov.

2. RNA expresna analyza - zo vzoriek hibokozmrazenych primarnych nadorov (tkaniv)
vybranych pre ucely projektu bola izolovana RNA s vysokou €istotou a kvalitou, ktora
umoznovala realizaciu RNA expresnych analyz formou microarray. Boli identifikované
MRNA a miRNA s rozdielnou expresiou v ramci podskupin pacientov s identifikovanymi
EMT CTC (pacienti so zlou progn6zou) a bez identifikovanych EMT CTC (pacienti s dobrou
prognézou). V su€asnosti prebieha validacia 10 kandidatnych rozdielne exprimovanych
MRNA.

3. Dizajn BRCA 3pecifického génového panelu pre NGS cielené resekvenacné analyzy -
dizajn génového panelu bol realizovany a NGS kniznice pripravené a sekvenované
prostrednictvom NGS.

4. NGS analyzy roznych typov vzoriek od pacientov - NGS kniznice boli pripravené uspesne
ako pre vzorky DNA ziskané z hlbokozmrazenych primarnych nadorov (tkaniv) tak aj zo
vzoriek plazmy. NavySe bola otestovana a zavedena motdda pripravy celogenémovych
NGS kniznic pre identifikaciu genomickych zmien typu CNV zo vzoriek plazmy.

5. Bioinformaticka analyza ziskanych NGS dat - pre v8etky analyzované vzorky
prostrednictvom NGS boli ziskané data z cieleného resekvenovania panelu génov so
Standardnym aj vysokym pokrytim cielovych genomickych oblasti ako aj z celogendmového
sekvenovania s nizkym pokrytim uspesSne analyzované v ramci projeku zavedenymi resp.
optimalizovanymi bioinformatickymi postupmi.

6. Genotypovo-fenotypovymi korelaénymi analyzami boli identifikované zmeny v expresii
desiatok RNA (MRNA aj miRNA) pre podskupiny pacientov s roznymi typmi CTC (90 mRNA
a 10 miRNA pre EP CTC podskupinu, 199 mRNA a 16 miRNA pre EMT CTC podskupinu) a
bol identifikovany Statisticky signifikantne zvySeny vyskyt BRCA1/2 nadorovo-$pecifickych
mutacii v EP CTC podskupine pacientov.

7. Validacia zistenych genotypovo-fenotypovych korelacii - v nadvaznosti na tento ciel
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projektu boli zavedené qRT-PCR analyzacné eseje pre validaciu vysledkov RNA
expresnych analyz pre 9 kandidatnych mRNA. Validacia kandidatnych mRNA v suc¢asnosti
prebieha na skupine 70 vzoriek.

Suhrn vysledkov rieSenia projektu a naplnenia cielov projektu v anglickom jazyku
(max. 20 riadkov)

With regard to the planned objectives of the project, it can be stated that they were alll
fulfilled in the planned range. For each of the partial objectives, it is possible to give more
detailed overview about achieved results:

1. Selection of samples from biobank and collection of clinical data - 70 samples were
selected and provided not only as biological materials represented by deep-frozen samples
from primary tumors (tissues) but also with complex clinical data enabling subsequent
genotype-phenotype correlation analysis. For the pilot study of sample analyzes of so-called
liquid biopsy were selected 15 deep-frozen plasma samples and used for targeted genomic
analyses. All clinically relevant data are available for all the analyzed samples, with a follow-
up period of up to 5 years.

2. RNA expression analysis - from samples of deep-frozen primary tumors (tissues) selected
for the project RNA of high purity and quality were isolated and RNA expression microarray
analyses were successfully performed. Different expression of mMRNAs and miRNAs was
identified in subgroups of patients with identified presence of CTC (patients with worse
prognosis) and without identified presence of CTC (patients with better prognosis).
Currently, validation of 10 candidates of differently expressed mRNASs is running.

3. Design of the BRCA specific gene panel for NGS targeted resequencing analysis - design
of the gene panel was implemented and NGS libraries prepared and sequenced.

4. NGS analyzes of different sample types - NGS libraries were successfully prepared as for
DNA samples obtained from deep-frozen primary tumors (tissues) as well as from plasma
samples. In addition, the protocol for the preparation of whole-genome NGS libraries for the
identification of genomic changes of the CNV type from plasma samples was tested and
successfully implemented in laboratory routine.

5. Bioinformatic analysis of obtained NGS data - for all NGS sequenced samples data from
targeted resequencing with both standard and high coverage of the targeted genomic
regions as well as from low-coverage whole-genome sequencing were successfully
analyzed within the project prepared or optimized bioinformatic pipelines.

6. Genotype-phenotype correlation analysis - changes in expression of dozens RNA
(mRNA and miRNA) in the subgroup of patients with different types of CTC (90 mRNA and
the 10 miRNAs in EP CTC sub-group, 199 mRNA and 16 miRNAs in EMT CTC sub-group)
were identified and statistically significantly increased incidence of BRCA1/2 tumor-specific
mutations was identified in the EP CTC sub-group of patients.

7. Validation of identified genotype-phenotype correlations / potentially novel biomarkers for
patient stratification - following this goal, qRT-PCR analysis assays were tested to validate
the results of original RNA expression analyses on 9 candidate mRNAs. Validation of
candidate mRNAs is currently running on a group of 70 samples.

Svojim podpisom potvrdzujem, Ze Udaje uvedené v zavere€nej karte su pravdivé a uplné
a suhlasim s ich zverejnenim.

Zodpovedny rieSitel Statutarny zastupca prijemcu
RNDr. Gabriel Minarik, PhD. prof., RNDr. Karol Micieta, PhD.
Vo (oo F- RO Vo dia .
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Podpis zodpovedného riesitela Podpis Statutarneho zastupcu prijemcu
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