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Souhrn

Vychodiska: Nadorové onemocnéni se vyviji na zakladé vzniklé somatické mutace evolu¢nim proce-
sem podle Darwinovskych pravidel. Vyvoj nadoru je proces dynamické klondlni expanze a nasledné
selekce vedouci ke vzniku geneticky odlisnych subpopulaci pfizptsobenych odliSnym podmin-
kam nadorového mikroprostiedi konkrétniho hostitele. Genom jednotlivych nadorovych bunék je
utvéren rdznymi selek¢nimi tlaky. Evolu¢ni drdha vyvoje nadoru ma ve vétsiné pfipadl rozvétveny
charakter a jednotlivé nadorové subklony se tak vyvijeji paralelné. Diverzita klon(i v rdmci jediné na-
dorové tkané vede ke vzniku genetické, epigenetické a fenotypové variability, coZ soucasné predsta-
vuje hlavni prekazku exaktni diagnostiky a ucinné personalizované lécby konkrétniho nadorového
onemocnéni u konkrétniho jedince. Pokroky v sekvenacnich technikach ndm v sou¢asnosti umoz-
nuji odpovédét na otazky ohledné rlistu a progrese heterogennich nadord a také jejich schopnosti
odpovidat na lé¢bu. Porozuméni mechanizmu vzniku a sledovéni zmén na trovni nadorovych klond
v prdbéhu progrese nadorového onemocnéni mlize pomoci zlepsit U¢innost protinadorové 1écby.
Cil: Tento pfehledovy ¢ldnek se zabyva nddorovou heterogenitou a ukazuje, jak klonalni diverzita
ovliviiuje nadorovou heterogenitu na rovni genetické, epigenetické i proteinové. Dale popisuje, jak
fylogenetika, efektivni nastroj systémové biologie, miize pomoci pfi sledovani klondIni evoluce na-
doru v priibéhu jeho progrese a tvorbé metastaz. Na zavér také hodnoti, jakym zpUsobem pfispiva
nadorova heterogenita k problémim v diagnostice nddorovych onemocnéni a jejich 1é¢bé.
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Summary

Background: Cancer develops as a result of somatic mutations and evolutionary processes with
a Darwinian character. Tumors evolve by dynamic clonal expansion and selection to form geneti-
cally diverse cell subpopulations adapted to different tumor microenvironmental conditions. Within
cancer cells, the genome is shaped by various selective pressures. Cancer evolution often follows
a branched trajectory with divergent subclones evolving simultaneously. Clonal diversity within
the same tumor results in genetic, epigenetic and phenotypic variability in tumor mass, which re-
presents a major obstacle for the development of efficient diagnostics and personalized treatment.
Advances in sequencing techniques have enabled a better understanding of the growth, progres-
sion and response to cancer treatment in heterogeneous cancers. Concurrently, understanding the
mechanisms involved and monitoring changes in cancer clones during disease progression may
improve the efficiency of cancer therapy. Aim: In this review, we summarize available data on intra-
tumor heterogeneity. We show how intratumor heterogeneity, arising from clonal diversity, mani-
fests itself at various levels, including at the genetic, epigenetic, and protein levels. We describe how
phylogenetics, a powerful systems biology approach, can help trace clonal evolution during cancer
progression and metastasis formation. We also highlight the main problems caused by intratumor
heterogeneity, which hinders the development of novel diagnostics and therapies.
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VARIABILITA BUNECNE POPULACE SOLIDNICH NADORU A JEJIVYZNAM PRO DIAGNOSTIKU A TERAPII

Uvod

Nadorové onemocnéni je tradi¢né vni-
mano jako genetické onemocnéni
s charakteristickou progresivni kumu-
laci zmén v klicovych genech a signal-
nich drahach kontrolujicich proliferaci
bunék. Pfedpoklada se, ze nador vznika
v dlsledku neletalni zmény genomu,
pficemz ve vétsiné pfipadd jde o zmény
spontanni a méné casto jsou tyto zmény
podminény zadrodecnou mutaci.V 70. le-
tech minulého stoleti byla vyslovena
teorie evolu¢niho principu nadorové
progrese, ktera popisuje nadorové one-
mocnéni jako evolu¢ni proces Fizeny
postupnou kumulaci somatickych mu-
taci a naslednou selekci subklont [1,2].
Znamena to tedy, Ze od prvotni udalosti,
béhem které dochazi k transformaci
zdravé bunky v buriku nddorovou, se az
ke stadiu diseminovaného onemocnéni
nador vyviji procesem selekce. Evolu¢ni
teorie progrese nador( je vsak lehce od-
lisnd od evolucni teorie druh( [3]. Nado-
rové burky jsou vystaveny selekénimu
tlaku mikroprostfedi, jako je pUsobeni
imunitniho systému, zména pH, nedo-
statek zivin, anatomické bariéry a pUso-
beni protinddorové terapie. Tyto tlaky
prabézné formuji evolu¢ni drahu na-
doru a vznikajicich subpopulaci [4].
Vzhledem k tomu, ze evoluci nadoru Ize
jen velmi téZko studovat u pacienta -
¢lovéka, nebot z etickych divodd neni
mozné pribézné odebirat biopsie pro-
gredujiciho nadoru, vétsina studii zaby-
vajicich se evolucni historii nador( je re-
trospektivnich, a tak vychazi ze ,single
time-point” vzorkl. Uvedeny pfistup je
vsak doposud povazovan za dostacujici,
nebot vnitini nddorova heterogenita (in-
tratumoral heterogeneity — ITH) predsta-
vuje permanentni zaznam mutaci vznik-
lych v pribéhu progrese nadoru [5].
Model nddorové evoluce vyuziva pro stu-
dium nadorové progrese fylogenetiku -
typ analyzy, kterd zaznamendva zmény
v genomu nadoru v podobé evoluéniho
stromu.

V populaci pacientli s nadorovym
onemocnénim je tieba rozlisovat ITH (in-
tratumoral) a mezinddorovou heteroge-
nitu (intertumoral). Mezinadorova hete-
rogenita oznacuje rdznorodost nadoru
stejného histologického typu mezi rlz-
nymi pacienty a pfedpoklada se, Ze vy-

chazi z lokalizace tumoru v rdmci organu
a z pGvodu bunék. Je také ovlivnéna
specifickymi vlastnostmi hostitele, jako
je vék, hormondlni status, zdrodecné
genetické variace, komorbidity a sou-
bézné medikace a environmentalni fak-
tory [6]. ITH charakterizuje rliznorodost
nadorovych bunék v nadorové tkani je-
diného pacienta. Zahrnuje prostorovou
heterogenitu, ktera vychazi z nerovno-
mérné distribuce geneticky odlisnych
bunéénych populaci v nddoru a sou-
¢asné i zmény v case, nebot zmény
v genomu nadorovych bunék probihaji
dynamicky [7].

Vnitini heterogenita nadort

Nador jako makroskopicky heterogenni
systém popsali jiz v 19. stoleti Johannes
Muller a Rudolf Virchow, ktefi pozorovali
vyrazny pleomorfizmus bunék nddorové
tkané [8,9].V 70. letech 20. stoleti Hepp-
ner a dalsi autofi popsali v rdmci jedné
nadorové tkané pfitomnost odlisnych
subpopulaci, které se od sebe lisily od-
povédi na lé¢bu a schopnosti metasta-
zovat [10]. Odlidné histologické obrazy
je mozné v nadorové tkani pozorovat
pomérné casto a odpovidaji odlisnému
stupni diferenciace a metaplastickym
zménam. Morfologickd heterogenita je
vyznamnou soucasti prognostického
skérovaciho systému, napf. u karcinomu
prostaty [11].

Nadorova heterogenita je casty jev
objevujici se u mnozstvi nadorovych
diagnoéz [12,13], aviak otdzkou stéle zU-
stava, jakym mechanizmem vznika. ITH
je formovana mnozstvim vnéjsich sil pa-
sobicich na naddorovy genom a ovliv-
nujicich strukturu naddorové tkané. Na-
dorové mikroprostiedi tak vytvafi tlak,
na zakladé kterého prezivaji burky
nejlépe adaptované na podminky
okoli [7].

V posledni dobé, kdy k vyznamnému
posunu v chapani evoluce nadorl pfi-
spél velky pokrok ve vyuzivani sekveno-
vani druhé generace (next generation
sequencing - NGS), se upousti od tra-
di¢niho paradigmatu progrese nadoru
jako jednoho klonu s postupné nar(s-
tajici agresivitou. Nddorova populace je
chapana jako komplexni systém tvoreny
obvykle mnoha jednotlivymi geneticky
pfibuznymi subklony, které se vyvijeji

paralelné [14,15] (srovnani s modelem li-
nedrni evoluce v kapitole Klonalni evo-
luce nadord).

Heterogenita nadorové populace se
muze rozvijet v dusledku zmén v ge-
nomu v rdmci klonu nadorové populace,
pod tlakem zmén v nddorovém mikro-
prostiedi, nebo na pozadi kombinace
uvedenych faktorl [16]. Mutace vzniklé
v nddorovych burkdach Ize rozdélit do
dvou typU - 1. funkéné dulezité ,driver”
mutace a 2. neutrdlni ,passenger” mu-
tace, které je pouze doprovazeji a ne-
maji zasadni vliv na agresivitu nadoru.
LDriver” mutace, také oznacované jako
kmenové mutace, pfedstavuji zmény
vyskytujici se v ranych fazich nadorové
transformace a je mozné je identifikovat
ve vSech oblastech nadorové tkané, za-
timco ,passenger” mutace jsou aberace
lokalizované pouze do urcitych mensich
regionl nadorové populace [17]. Odlis-
nosti v nddorovém genomu mohou dat
vzniknout nadordim s podobnym fe-
notypem, které se vsak geneticky ne-
prekryvaji. To je dano predevsim sku-
te¢nosti, ze odchylky v bunécném
metabolizmu a signalizaci mohou byt
v bunice navozeny prostfednictvim r{iz-
nych mechanizmd. Na druhou stranu
i fenotyp geneticky identickych bunék
muze byt odlisny, nebot pfestozZe jsou
nadory architektonicky komplexni, lisi
se v mite regiondlni vaskulatury, infilt-
race hostitelskymi (nenadorovymi) buri-
kami zanétlivymi nebo bunkami imunit-
niho systému, slozkami pojivové tkané
a dal$imi vlastnostmi. Tyto specifické re-
gionalni vlastnosti vedou ke vzniku roz-
dilnych mikroprostfedi a tim k rozvoji
fenotypové heterogenity [18]. ITH se
tedy projevuje nejednotnosti na mnoha
urovnich, v¢. genetické, epigenetické
a fenotypové.

Geneticka heterogenita

Geneticka heterogenita oznacuje struk-
turni a kvantitativni chromozomalni
zmény. Somatické bunky kumuluji
v prlibéhu zivota mutace, které jim da-
vaji selektivni vyhodu, jsou to jiz zmi-
néné ,driver” mutace, které zvysuji pfe-
Ziti a proliferaci bunék, déle pak mutace
neutralni a nakonec mutace, které jsou
pro bunky nevyhodné a vedou k je-
jich smrti nebo senescenci. Ackoliv ma
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vétdina mutaci jen maly vliv na celkovy
stav buriky, i nékolik malo ,driver” mu-
taci mGze udélit bunce evolucni vyhodu,
kterd ji umozni prosperovat vice nez
ostatnim [19]. Rozsahlé analyzy dat exo-
mového sekvenovani ukazaly, ze kazdy
nador dospélého véku nese pfiblizné
20-300 jednonukleotidovych zmén (sin-
gle nukleotide variant - SNV) nebo krat-
kych inzerci &i deleci [20-26]. Kromé
toho nadory nesou i zmény v poctu kopif
genu (copy number variants — CNV)
a translokaci [27,28].

Epigeneticka heterogenita

O epigenetické heterogenité mluvime
v pfipadé, Ze nadorova populace vyka-
zuje variabilitu v profilu metylace DNA,
acetylace histonli a zmény v konformaci
chromatinu. Geny kédujici regulatory
epigenomu patfi k nej¢astéji mutova-
nym genUm v nadorech. Jejich vysled-
kem je snizeny obsah 5-metylcytosinu,
zvy3ena metylace normalné nemetylo-
vanych dinukleotidl cytosin-fosfat-gua-
ninu (cytosin-phosphatidyl-guanin -
CpG) v promotorech genl kdédujicich
nadorové supresory, genll odpovéd-
nych za reparaci DNA a genU souviseji-
cich s metastazovanim [29-34]. | kdyz se
obecné predpoklada, Ze se evolu¢ni his-
torie nddoru odvozend z genetickych
a epigenetickych dat muze lisit (me-
tylace DNA je reverzibilni proces a je
také mnohem vice nachylnd k chybam
nez replikace DNA), studie provedené
na nadorech mozku a prostaty ukazuji
shodné profily aberantni metylace DNA,
somatickych mutaciizmén v poctu kopif
genu [35,36].

Fenotypova heterogenita

Fenotypova heterogenita vychdzi z inte-
grace genetickych i negenetickych vliv(.
Hlavni faktory ovliviiujici nadorovy feno-
typ je mozné rozdélit na vnitini - gene-
tickd, epigeneticka variabilita a mira di-
ferenciace nadorovych bunék, a vnéjsi,
u niz je vyraznym hra¢em nadorové
mikroprostredi (fibroblasty, bunky imu-
nitniho systému, novotvorené cévy, ex-
traceluldrni matrix a hypoxie). Vnéjsi
(tj. hostitelské) faktory ¢asto formuiji di-
verzitu nadorovych bunék vyraznéji nez
faktory vnitfni [37]. Napfiklad u kolorek-
talniho karcinomu a svétlobunécéného

Obr. 1., Trunk-branch” model nddorové heterogenity.

Vyvoj vnitini nddorové heterogenity se podoba rostoucimu stromu. Kmen stromu pred-
stavuje ,driver” mutace 1) pfitomné v kazdém subklon; vétve 2) pfedstavuji jednotlivé
klony; a malé vétvicky 3) subklony. Biologické vlastnosti jednotlivych oblasti nddoru (sub-
klonu) jsou dany regionalnimi mutacemi, které maji za urcitych podminek selekéniho

tlaku potencial stat se ,driver” mutacemi.

karcinomu vajec¢niku neni heterogenita
klon( vzdy navazana na genetickou po-
ruchu, ale ¢asto je zavisld na podmin-
kach daného mikroprostredi [38-40].

Klonalni evoluce nadora

Nadorovy klon je z definice skupina na-
dorovych bunék, které sdileji vysoce po-
dobny genotyp a mutacni profil, zatimco
subklon je skupina bunék, které se od-
délily v evolucni linii a ziskaly dalsi mu-
tace [41] (obr. 1). Populace subklon(i na-
dorovych bunék tedy davaji vzniknout
heterogennimu prostfedi uvnitf nadoru,
pficemz jednotlivé subklony nejsou izo-
lované entity. Z hlediska geografického
se populace subklond mohou v rdmci
nadoru prolinat nebo mohou byt na-
opak prostorové oddéleny [42]. Inter-
akce mezi subklony v pribéhu naddorové
evoluce muze byt na Urovni kompetice,
ale i kooperace. Jeden z klond mze vy-
tlacit ostatni na zakladé pfisunu kys-
liku, zivin a prostoru, kterych se mu

dostava ve vétsi mife nez ostatnim klo-
nam [43]. Nékteré studie také ukazuji, ze
jednotlivé subklony jsou schopny vza-
jemné interagovat na zakladé parakrinni
signalizace [44,45].

Selek¢ni tlak se v pribéhu nadorové
progrese méni, coz pfispivd ke zméné
subklondlni architektury a dominance
v pribéhu vyvoje nadoru [42]. Obrov-
ské zmény v zastoupeni klonG v pri-
béhu casu lze pozorovat napf. u mnoz-
stvi hematologickych malignit, jako je
chronicka lymfocytarni, akutni mye-
loidni nebo akutni lymfoblasticka leu-
kemie, u nichz se diagnostické vzorky
lisi od vzorkl ziskanych v pokrocilém
stadiu onemocnéni [46-49]. Stejné tak
u solidnich nadord jsou zmény v organi-
zaci nddoru pozorovany na zakladé srov-
nani diagnostickych vzork( se vzorky
rekurenci nebo z porovndani tkané pri-
marniho nddoru s metastazou. Byly po-
psany ctyfi zdkladni mechanizmy evo-
luce nadord.
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Obr. 2. Fylogeneticky strom znazoriujici mechanizmy evoluce nadort a schematické znazornéni progrese vnitini heterogenity na-

doru v prabéhu casu.

a) linedrni model, b) rozvétveny model, c) neutrdlni model, d) pferusovany model [71].

Linearni model evoluce nadora
(linear evolution)

Linedrni model nadorové progrese je
pravdépodobné nejznaméjsi a podle
néj k mutacim dochazi postupné krok za
krokem v linedrnim sledu. ,Driver” mu-
tace v tomto pfipadé poskytuji burikam
tak silnou selektivni vyhodu, ze predci
vSechny predchozi klony a v nddorové
tkani pak prevlada jako dominantni klon
(obr. 2a). Typickym pfikladem linedrniho
modelu nadorové progrese je Fearon-
-Vogelsteinova teorie nddorové progrese
karcinomu tlustého stfeva. Ukazuje,
jakym zplsobem pfispiva po sobé nasle-
dujici zisk ,driver” mutaci k posunu one-
mocnéni do pokrocilejsich stadii s vyssi
malignitou [50]. Tento model podporuji
také histopatologickd pozorovani nddo-
rové progrese vedouci od adenomu pres
vyvoj karcinomu az ke vzniku metastaz
u nékterych néddorovych diagnéz.

Rozvétveny model evoluce nadora
(branching evolution)

Model vétvici se evoluce popisuje
klony majici spole¢ného predka, pfi-

¢emz se tyto klony vyviji paralelné a da-
vaji vzniknout mnoha klonalnim liniim.
Nedochdzi zde k vytlac¢eni submisiv-
nich klond, jako je tomu u linearni evo-
luce, a vSechny klony expanduji sou-
¢asné (obr. 2b). Pomoci NGS byl typicky
mutacni profil zahrnujici kmenové mu-
tace, mutace specifické pro jednot-
livé subklony a dal3i mutace v jednotli-
vych bunkach identifikovan u nador(
prsu, prostaty, jater, ledvin, vaje¢niku,
melanomu a u kolorektalniho karci-
nomu [51-63]. Pocet klon( a tvar evo-
lu¢niho stromu se mezi diagnézami lisi,
nicméné u nékterych diagnéz Ize pozo-
rovat spole¢né rysy (dlouhé vétve evo-
lu¢niho stromu u nékterych typd nadorud
prsu) [55,57,64]. Rozvétvena evoluce na-
doru byla popsana u mnoha nadord, v¢.
progrese adenomu na karcinom u nado-
rového onemocnéni tlustého streva, kar-
cinomu slinivky bfisni a prsu [51,65-67].

Model neutralni evoluce nadorti
(neutral evolution)

Hypotéza neutrédlni evoluce vychazi
z predstavy, Ze nedochazi k selektivni vy-

hodé v pribéhu vyvoje nadoru a jedna
se spiSe o kumulaci ndahodnych mutaci
vedouci ke genetickému driftu a vy-
razné heterogenité (obr. 2c). Ta je pak ve-
dlejsim efektem bez funkéniho vyznamu
pro nadorovy rlst. Jedna se viak o ex-
trémni teorii, kterd ma pomérné malo
dukazu v klinické praxi [68].

Model piferusované evoluce nadori
(punctuated evolution)

U nékterych nadorl se na zac¢atku pro-
grese kumuluje velké mnozstvi genetic-
kych aberaci zplsobujicich extenzivni
heterogenitu nddorové tkané s velkym
poctem subklonU. Postupné pak do-
chazi k jejich redukci diky expanzi jed-
noho nebo nékolika dominantnich
klont [69,70] (obr. 2d).

Kromé celkem presné definovanych
modell mUZze nadorova progrese probi-
hat i hybridnim zpUsobem, kdy je para-
lelné aplikovano vice modeld (muze byt
typické pro urcité skupiny mutaci), nebo
tyto modely mohou nasledovat v pra-
béhu ¢asu (nékteré prfevazuji v ranych
stadiich progrese) [71].
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Fylogenetika nadori

Prvni pokusy vyuzit fylogeneticky model
stromu v onkogenezi se objevily v 90. le-
tech 20. stoleti [72,73]. Tento druh ana-
lyzy dal postupné vzniknout novému
odvétvi oznacovanému jako nadorova
fylogenetika. V soucasné dobé vyuziva
nadorova fylogenetika mnohem sofisti-
kovanéjsi analytické pfistupy, nez tomu
bylo na jejim pocatku, a tento posun je
také dokumentovan nardstajicim mnoz-
stvim publikaci vyuzZivajicich fylogene-
tické pfistupy pro studium nadorovych
onemocnéni za posledni 4 roky.

V soucasnosti dominuje predstava
darwinovské evoluce uplatiujici se jako
hlavni sila formujici nadorovou hetero-
genitu, aviak tato teorie je v urcitych
smérech limitovana. Jeji omezeni vy-
chazi z rozdilnych vlastnosti populaci na-
dorovych bunék a populaci organizm.
Nadorové burky predstavuji populaci
s nepohlavnim délenim (tzn. neprobiha
zde meiotickd rekombinace, neuplat-
nuje se Hardy-Weinberglv zakon o frek-
venci genotypu ani teorie pohlavniho
vybéru), jejiz vyvoj je ovlivhiovan evo-
lu¢nimi procesy, které se projevuji v nor-
malni populaci — mutace, geneticky drift
a pfirozeny vybér. Ackoliv evoluéni teo-
rie zna¢né pomaha v pochopeni déju
v prlibéhu nadorové progrese, rozdily
v evolu¢nim procesu nadord spocivaji
predevsim v — 1. ¢etnosti mutaci; 2. mife
selekce; 3. typicky vysoké heterogenité
vznikajicich nadorovych klon( a 4. typu
vzniklé mutace [74].

Dominantnim mechanizmem evo-
luce druhl podle Darwina je selekce
pfirozenym vybérem. U nadorovych
bunék se jedna prevazné o pozitivni se-
lekci, kterd probiha ve prospéch mutaci
podporujicich vdechny znaky nadorové
bunky [75], zatimco negativni selekce je
v pribéhu vyvoje nadoru velmi slaba.
Toto také vysvétluje extrémni toleranci
nadorovych bunék k hypermutabilité.
Typickou vlastnosti nadord je hyper-
mutabilni fenotyp spojeny s typem mu-
taci, které nejsou casté pfi evoluci druh(.
Hypermutabilita zahrnuje chromozo-
malni nestabilitu (chromosomal instabi-
lity - CIN), mikrosatelitovou nestabilitu
(microsatellite instability - MIN), vyso-
kou ¢etnost bodovych mutaci a také
CNV [74]. Kvantitativni hodnoceni se-

Obr. 3. Klasifikace metod nadorové fylogenetiky na zdkladé typu studie.

U kohortové studie (a) jsou jednotlivé nadory u odlisnych jedincl (barevnd kolecka) ana-
lyzovany jako by se jednalo o odlisné druhy. Studie nadorovych region( (b) vychazi ze
vzorkd jediného pacienta, ale odlisnych nddorovych regionl primarniho nadoru (zeleng,
modfe, $edé) nebo metastaz (¢ervené, zluté). Analyza individualnich nddorovych bunék
(c) provadi fylogenetickou analyzu na zékladé variaci mezi jednotlivymi burikami nadoru
v jednom nebo vice nddorovych regionech (zelené, modie, Sedé (primarni nador), cer-

veng, Zluté metastaza) [74].

lekce chybi — neni zndmy pocet mutaci
pottebny k rozvoji nddoru ani zda se lisi
mezi rdznymi typy nadorového one-
mocnéni [76]. Z hlediska evolu¢ni teorie
pfirozenym vybérem je vsak tfeba zdU-
raznit, Ze selektivni vyhoda podle Dar-
wina probihd pouze na drovni nddorové
populace, a nikoliv na drovni jedince -
hostitele. V posledni dobé bylo publiko-
vano i nékolik praci, které misto darwi-
novské evoluce nadorové heterogenity
navrhuji model neutrdlni evoluce (non-
-Darwinian model). Opét se tedy ote-
vira diskuze ohledné role selekcionizmu
a neutralizmu v procesu evoluce pfiroze-
nym vybérem, tentokrat viak na drovni
nadorovych bunék [59, 77-79].
Plvodné byly k sestaveni fylogene-
tického stromu nadoru pouzity variace
mikrosatelitovych markerd u hereditér-
niho nepolypézniho karcinomu kolo-
rekta [72]. V soucasnosti jsou k analyze

fylogenetickych dat nador( vyuzivany
pocitacové metody, které pomahaiji re-
konstruovat evolucni procesy nador(.
Vstupni data pro fylogenetickou analyzu
predstavuje genomovy profil. PGvodné
byla ziskand pomoci komparativni geno-
mové hybridizace (comparative genomic
hybridization - CGH) nebo fluorescencni
in situ hybridizace (fluorescence in situ
hybridization - FISH) [73,77], av3ak po-
stupné byly tyto metody vytlaceny NGS.
Vétsina dat je vyhodnocovana standard-
nimi algoritmy vyuzivanymi pfi fyloge-
netické analyze druhd, jako je metoda
maximalni Uspornosti (maximal parsi-
mony), metoda minimalni evoluce (mi-
nimal evolution), metoda nejblizsiho
souseda (neighbour joining) nebo ba-
yeneiovské metody stanoveni fylogene-
tickych vztaht [74].

Pristup k analyze fylogenetickych dat
nador( vychazi predevsim z typu studie,

Klin Onkol 2018; 31 (Suppl 2): 255-2513

259




VARIABILITA BUNECNE POPULACE SOLIDNICH NADORU A JEJIVYZNAM PRO DIAGNOSTIKU A TERAPII

kterou mdze byt - 1. kohortova studie za-
hrnujici data z mnoha nadorG a popisu-
jici nejcastéjsi drahy progrese pro danou
diagnézu (cross-cohort studies) (obr. 3a);
2. studie nadorovych regionli pochazeji-
cich z odlisnych lokalit jediného nadoru
(regional bulk phylogenetics) (obr. 3b)
nebo 3. analyza individualnich nado-
rovych bunék ziskanych z jediného na-
doru (single-cell tumour phylogenetics)
(obr. 3c) [74]. Pfehled dostupného soft-
waru pro analyzu fylogenetickych dat
¢lenény na zakladé typu studie je uve-
den v publikaci Schwartz et al [74].

Vystupni data pak predstavuji fyloge-
neticky strom, ktery odhaduje pofadi,
ve kterém dochézelo ke vzniku mutaci
v prbéhu oddélovani klont v linie. Spo-
le¢né uzly fylogenetického stromu pied-
stavuji spolecné predky, jejichz genotyp
muze byt vyvozen na zakladé spole¢-
nych rys mezi jejich potomstvem [71].

Nadorova fylogenetika ukazuje minu-
lost nddorl a pomaha analyzovat data
heterogennich nadord. Pomoci tohoto
pfistupu je mozné odhadnout nacaso-
vani ,driver” mutaci a zdaraznit tak kli-
¢ové udalosti v iniciaci a progresi naddo-
rového onemocnéni. Velké kohortové
studie mohou ukazat, které mutace
v genech nebo drahach maji za nasledek
vznik nadorového klonu (potencialné
drivéjsi udalosti) nebo nadorového sub-
klonu (pozdéjsi udalosti) [80].

Vnitini nadorova heterogenita

a metastazovani

Metastazovani je komplexni proces, pfi
kterém jsou nadorové bunky uvolnény
port, jsou lokalizovdny na sekundar-
nim misté&, kde dochazi k jejich adaptaci,
proliferaci a vytvoreni nadorové léze.
Viechny kroky prfedstavuji proces se-
lekce, ktery je zdrojem heterogenity mezi
primarnim nadorem a metastazou [81].
Plvodni klasicky model metastazovani
je jednoduchym linedrnim modelem
(viz kapitola Klonalni evoluce nador),
podle néhoz primarni nador postupné
ziskava vlastnosti potiebné pro dise-
minaci onemocnéni a kolonizaci nové
tkdné. Mnoho studii ukazuje vysokou ge-
netickou podobnost mezi rdznymi me-
tastazami u jednoho pacienta. Tato sku-
te¢nost by tedy podporovala teorii, Ze

k diseminaci dochazi v pozdnich stadiich
onemocnéni (pozdni diseminace) [81].
Nékteré novéjsi studie vsak ukazuji, ze
nékteré nadory prsu a slinivky bfisni jsou
schopné diseminovat jiz v preneoplas-
tickém stadiu (rana diseminace) [82,83].
V tomto pfipadé jsou nadorové bunky
distribuovany po téle hostitele v dobé,
kdy samotné onemocnéni neni jesté
diagnostikovano, a po variabilni dobé
dormance se mohou zadit vyvijet neza-
visle na primarnim nadoru. Takové na-
dory sdileji nékteré pavodni,driver” mu-
tace s primarnim nadorem, avsak dale
rozvijeji svoji genetickou heterogenitu
nezavisle na primarnim nadoru a ostat-
nich metastatickych lézich a jsou navza-
jem vysoce heterogenni. Zvlastni pfipad
pfedstavuje situace, kdy metastazy po-
chdzeji ze subklonl odvétvenych v ra-
nych fazich nddorové progrese, ale di-
seminovanych az v pozdni fazi. V tom
pfipadé jsou metastazy vysoce hetero-
genni vici sobé samotnym, avsak jejich
geneticka vybava je blizka primarnimu
nadoru. Studie zabyvajici se metastazo-
vanim u kolorektalniho karcinomu uka-
zaly, ze model metastazovani se mlze
u jednotlivych pacient( lisit, tzn. ve sku-
piné pacientd se stejnou diagndzou
muze dochdzet k ranému i pozdnimu di-
seminovanému onemocnéni [84].

Kromé jiz uvedeného byla u mela-
nomu pozorovana genomova variabilita
mezi lokoregionalnimi metastdzami (po-
chazely z jediného subklonu priméarniho
nadoru) a vzdalenymi metastazami (po-
chazely z odlisnych subklonl primarniho
nadoru) [85]. Celkové Ize tedy Fici, Ze jed-
notlivé pfipady metastazovani jsou uni-
katni a je nemozné aplikovat univerzalni
model na vSechny pfipady. Situace je
vsak jesté komplikovanéjsi, nebot kromé
uvedenych klasickych cest, kdy vzniklé
metastazy maji plvod monoklonalni,
existuji i mechanizmy vedouci ke vzniku
polyklondlnich metastaz [77].

Rozdil v genomu primarniho nadoru
a metastdazy predstavuje vyznamny zdroj
informaci pro design anti-metastatické
lIé¢by. Genomovd variabilita primar-
nich nddor kombinovana s variabilitou
vzniklou v dlsledku dalsich selekénich
tlakl v mikroprostfedi ve vzdélenych or-
ganech hostitele vytvéri obrovskou he-
terogenitu metastatického onemocnéni,

kterd zpUsobuje komplikace pfi nastavo-
vani vhodné |éc¢by. Na zdkladé mnoha
studii je zjevné, Ze k Uspéchu lé¢by me-
tastatického onemocnéni muze pfispét
organoveé specificka 1é¢ba [86-89].

Heterogenita v diagnostice,
terapii a Iékové rezistenci

V soucasné dobé rostoucich pozadavkii
na personalizovanou lé¢bu nddorového
onemocnéni pfedstavuje prostorova
orientace a zastoupeni nddorovych sub-
klonG v ¢ase vyznamnou vyzvu pro sprav-
nou diagnostiku a Iécbu nadorl [90].
Zatimco nékteré klony mohou byt domi-
nantnimi z hlediska fyzické entity nadoru,
mensi a Casto nedetekovatelné subklony
mohou mit zasadni vliv na klinicky prd-
béh onemocnéni, a to obzvlast u hema-
tologickych malignit [91,92].

Vnitini faktory (genetickd nestabi-
lita, mutacni rychlost a epigeneticky sta-
tus), stejné tak jako vnéjsi faktory (vliv
mikroprostredi a terapie) ovliviuji he-
terogenitu a odpovéd na lécbu. Ana-
lyza pacientskych vzorkd v pribéhu
casu ukdzala alterace v nddorovém ge-
nomu po aplikaci chemoterapeutik, coz
ukazuje, Ze i samotnd lé¢ba je odpo-
védnd za vyrazné zmény v genomu na-
dorovych bunék a mize pfimo prispivat
k progresi onemocnéni [20]. Vétsina te-
rapeutickych latek neni schopna elimi-
novat veskeré nadorové bunky. Ty, které
lé¢ba nezasdhne, nasledné ¢asto vyka-
zuji jeSté vétsi genetickou nestabilitu
nebo rozvijeji mechanizmy odpovédné
za rezistenci (samotné zvyseni genetické
nestability nedava nadorovym burikam
selektivni vyhodu, a naopak muze byt
fatélni v ptipadé, ze prekroci préh zivo-
taschopnosti). Z toho ddvodu spravné
odhalena genotypova a fenotypova va-
riace mezi jednotlivymi nadorovymi
burikami v rdmci nddorové tkané a mira
heterogenity m(ize slouzit jako vhodny
diagnosticky néstroj a prediktivni bio-
marker [93]. Experimentalné bylo pro-
kazéno, ze mnozstvi genetickych zmén
v nadorovych subpopulacich primar-
niho karcinomu prsu koreluje s klinicko-
-patologickymi rysy [94,95] a vy33i mira
heterogenity koreluje s horsi prognoé-
zou, napf. u pacientl s karcinomem
hlavy a krku nezavisle na probéhlé in-
fekci lidskym papilomavirem [96,97].
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Nadorova heterogenita je dynamic-
kou vlastnosti nadoru, kterd vychazi
z adaptace bunék na zmény a z neu-
stalé klonalni selekce. Mechanizmus Ié-
kové rezistence u cilené terapie casto
zahrnuje vznik sekundarnich mutaci
a aktivaci drah pfeziti v cilovych bun-
kach nebo pozitivni selekci klon(, které
neexprimuji cilovou molekulu. Adaptace
a nikoliv eliminace bunék vystavenych
[éCivé latce mlze byt zplsobena nejen
genetickymi mechanizmy, ale také me-
chanizmy epigenetickymi [98].

V posledni dobé se ukazuje testovani
metodou tzv. ,tekuté biopsie” jako ve-
lice slibny pfistup monitorovani dyna-
miky nadorového onemocnéni. Tento
neinvazivni pfistup vyuziva analyzu cir-
kulujicich nadorovych bunék (circulat-
ing tumor cells — CTCs) nebo cirkulujici
volné nadorové DNA (circulating tumor
DNA - ctDNA) k cilené detekci konkrét-
nich zmén v sekvenci DNA nebo iden-
tifikaci celého spektra nadorovych mu-
taci. Ve vztahu k nddorové heterogenité
predstavuje ctDNA smésny marker odlis-
nych nadorovych klonG a podéva pres-
néjsi informaci o nadorovém loZisku
z hlediska genomové diverzity ve srov-
nani s jednotlivymi nddorovymi vzorky.
Omezeni viak spociva predevsim v nizké
senzitivité u méné objemnych néado-
rovych lozisek. Analyza CTCs a ctDNA
umoziuje v redlném case sledovat kli-
nickou progresi a odpovéd na lé¢bu
u nadorovych diagnéz, jako je karcinom
prsu, kolorekta, plic a dalsich [99-100].

Zavér

Nadorovy genom je formovan tfemi za-
kladnimi evolu¢nimi ¢initeli, jako je mu-
tace, kterd dava vznik nové varianté
v populaci, selekce a drift, které umozni
jeji expanzi. Analyza genomickych dat
nam dovoluje sledovat tyto evolu¢ni
procesy, nebot historie nddorové evo-
luce je vepsdna do genomu nadorové
bunky. Fylogenetické analyzy poma-
haji odhalit mechanizmy odpovédné za
vznik heterogenity, dynamiku, kterou se
vyvijeji a nové prognostické ukazatele,
avsak doposud se ve vétsiné pfipadu
jedna o retrospektivni studie. Znalosti
ziskané témito studiemi umoznujici sta-
noveni klonalniho statusu nddorové he-
terogenity, jeji dynamiky a identifikace

rizikovych subklon(, které by byly cilem
protinddorové Ié¢by, je potieba apliko-
vat a testovat v klinické praxi na velkych
souborech vzork(.

Fenotypova diverzita pfitomna u ge-
neticky heterogennich primérnich na-
dorl nebo pfip. diseminovaného one-
mocnéni predstavuje komplikaci pro
komplexni terapeutické procesy. Pro
kompenzaci diagnostické variability
zplUsobené heterogennim zastoupe-
nim néadorovych subklon( v jednotli-
vych oblastech nadoru (sampling error)
je treba analyzovat vétsi mnozstvi regio-
nalnich vzorkd nddorové tkané. Exaktni
identifikace slozek nadorové tkané je za-
sadni z hlediska stanoveni vhodného te-
rapeutického pfistupu, nebot jednotlivé
subklony mohou mit odlisné biologické
vlastnosti a ve svém dUsledku i odpovéd
k lé¢bé.
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