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Abstrakt

Kolorektalni karcinom pifedstavuje celosveétove tieti nejcastéji diagnostikované nadorové
onemocnéni a predstavuje druhou nejcastéjsi pfi¢inu umrti na nadorové onemocnéni.
Jedna se o heterogenni a multifaktoridlni onemocnéni, jehoz vyvoj trva az 15 let. Mimo
genetickych rizikovych faktorl se na rozvoji onemocnéni podili také vnéjsi, ovlivnitelné
faktory. Pacienti jsou Casto diagnostikovani az v pozdnich stadiich onemocnéni, ¢imz
znatné klesa Sance na jejich uspéSnou lécbu. Je proto nutné identifikovat vhodné
skriningové, diagnostické, prognostické a prediktivni biomarkery tohoto onemocnéni.
Mitochondrie jsou organely vyskytujici se u téméf vSech eukaryotickych bunék a jejich
dysfunkce se Casto podili na vzniku nddorovych onemocnéni. Vzhledem k tomu, Ze
mitochondrie maji vlastni DNA, mohla by tato DNA a jeji zmény slouzit jako potencidlni
biomarker pro bliz§i pochopeni patogeneze a progrese kolorektdlniho karcinomu.
Hlavnim cilem bakalatské prace bylo shrnuti dosavadnich studii zaméfenych na zmény
mitochondridlni DNA u pacientd s kolorektalnim karcinomem a jejich mozného vyuziti

v klinické praxi.

Kli¢ova slova: Kolorektalni karcinom; biomarkery; mitochondrie; mtDNA



Abstract

Colorectal cancer is the third most commonly diagnosed cancer worldwide and the second
leading cause of cancer death. It is a heterogeneous and multifactorial disease, the
development of which takes up to 15 years. In addition to genetic risk factors, external,
influenceable factors also contribute to the development of the disease. Patients are often
diagnosed in the late stages of the disease, which significantly reduces the chances of
their successful treatment. It is therefore necessary to identify appropriate screening,
diagnostic, prognostic and predictive biomarkers of the disease. Mitochondria are
organelles found in almost all eukaryotic cells and their dysfunction is often involved in
the development of cancer. Because mitochondria have their own DNA its changes could
serve as a potential biomarker for a closer understanding of the pathogenesis and
progression of colorectal cancer. The main goal of this bachelor thesis was to summarize
previous studies focused on mitochondrial DNA changes in patients with colorectal

cancer and their possible use in clinical practise.

Keywords: Colorectal cancer; biomarkers; mitochondria; mtDNA



Seznam pouzitych zkratek

ZKRATKY GENU, PROTEINU, ENZYMU
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BRAF
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gen MutL homolog 1 kodujici opravny protein DNA
gen MutS homolog 2 kddujici opravny protein DNA
gen MutS homolog 3 kddujici opravny protein DNA
gen MutS homolog 6 kddujici opravny protein DNA
mitochondridln¢ kodovand membranova podjednotka ATP syntazy 6
mitochondrialné kédovana cytochrom c oxidaza I

mitochondrialné kédovana podjednotka NADH-ubichinon

oxidoreduktazového fetézce 1

MT-ND6

mitochondrialné kédovana podjednotka NADH-ubichinon

oxidoreduktazového fetézce 6

MYC
MYH
NADH
NADPH
NDUFS1
NEIL2
NRAS
P53
PIK3CA
PMS]1
PMS2
RAS
TFAM
TGF-B
TP53

rodina genil a protoonkogentl myelocytomatozy

protein GCastnici se opravy DNA

nikotinamidadenindinukleotid
nikotinamidadenindinukleotidfosfat

gen koédujici NADH-ubichinon oxidoreduktazovou podjednotku
Nei Like DNA glykosylaza 2

z anglického neuroblastoma RAS viral oncogene homolog
protein p53 kédovany tumor-supresorem TP53
fosfatydylinositol-4,5-bisfosfat 3 kindzova katalytickéa podjednotka
gen kodujici protein DNA opravy chybného parovani bazi

gen kodujici protein DNA opravy chybného parovani bazi

z anglického rat-sarcoma

mitochondridlni transkripéni faktor A

transformujici ristovy faktor beta

tumor-supresor kodujici protein p53



TIMP1 inhibitor matrixu metaloproteindzy 1
WNT signaliza¢ni kaskada Wingless/Int-1
YB-1 Y-box vazebny protein 1

OSTATNI ZKRATKY

5-FU 5-fluorouracil

ATP adenosintrifosfat

BER bazovée excizni oprava bazi

CA19-9 nadorovy antigen 19-9

CEA karcinoembryonalni antigen

CMS konvenéni molekuldrni podtypy KRK
DNA deoxy-ribonukleotidova kyselina

DSB oprava dvoufetézcovych zlomt
D-smycka  nekodujici smycka mtDNA

EGFR receptor epidermélniho ristového faktoru
FAP familiarni adenomat6zni polypoza

HDR homologné fizené opravy

HNPCC hereditarni nepolypo6zni kolorektalni karcinom
KRK kolorektalni karcinom

LV leukovorin

mikroRNA  mikro ribonukleova kyselina

MMR DNA oprava chybného parovani bazi
MMHEJ mikrohomologicky zprostiedkované spojovani konct
MSI mikrosatelitni nestabilita

mtDNA mitochondridlni DNA

mtMSI mitochondrialni mikrosatelitni nestabilita
NHEJ nehomologni spojovani konct

ROS reaktivni kyslikaté radikaly

RNA ribonukleova kyselina

rRNA ribosomalni ribonukleova kyselina

TAA nadoriim-ptidruzené antigeny

TNM z anglického tumor node metastasis
tRNA transferova ribonukleova kyselina

VEGF vaskularni endotelovy rtstovy faktor



OBSAH

1 L1 )V o T 1
2 KOLOREKTALNI KARCINOM .....ucorierireeerreeeseseesesssisessssssessessessessessessessessessessessessessessesssssessessssn 2
2.1. HETEROGENITA ONEMOGCNENT 111vuuueeeeeettttiiieeeeerersteeeeeereesssneeeeessssssnnaesesssssssnnseeessssssnsnnsesesssssnnnneeessees 2
2.2. INCIDENCE A IMIORTALITA «.eetttttutieeeeeeeessnnaeeeessesssnneeesessssssnnseeessssssnnsesesssssssnnaeeessssssnsnsesesssssnnnneeessens 3
2.3. RIZIKOVE FAKTORY evvttuueeeereeeruunaeeeeeeeessnnieseessssssnneaesesssssssnaseeessssssnnesesssssssnnseesssssssnsnnsesssssssnnnneeessens 4
2.4, ETIOLOGIE ONEMOCNENI . eetttttuttieeeeeetettieeeeeererstneeeeersesssnnaeeeesessssnneseessssssnnseeessssssnnnnsesesssssnnnneeessees 7
2.5. IVIOZNOSTILECBY «.eevttuuueeeereeeruneieeeeeeeessnnieseesssssssnaesessssssnnnseeessssssnnesesssssssnnaeeessssssnnnnsessssssssnnneeessens 8
2.6. TYPY LECIV A MECHANISMUS JEJICH UCINKU ..ueeereririuieeeererssuneeeeeeesssssnaeseessssssnnneeessssssssnneessssssssneeeessens 9

3 BIOIMIARKERY ... euuiieetereenietennereneeeeensierenserensessssssssnssesssssssssssssnsssssssesenssssssssssnssessnssssnsssssnssssnnsenes 10
3.1. OBECNE POZNATKY t1tueeeeererurtueeseesessssnaeeeesessssssesessssssssnaseesssssssnesessssssssnaesesssssssnnsessssssssnsnesesssssnnnn 10
3.2. SKRININGOVE A DIAGNOSTICKE BIOMARKERY U KRK ...uuuuiiiiieiiiiieieeeeeeiiieeeeeeeereiie e e e eeeearaeeeeeesenannnnas 11
3.3. PROGNOSTICKE A PREDIKTIVNI BIOMARKERY U KRK ....uuuiiiiiiiiiiiieee ettt eeeeetteee e eeeeette e e e eeeeeanaeeeeesennnnns 11
3.3.1. MiKroSQtelitNi NESEADIIIEA. ..........c..uueeveiieeiieeiiiiieee ettt e e e e e e st eaaeeeeas 12
3.3.2. MULACNT SEALUS RAS ...ttt ettt ettt e e e ettt et e e e s e e st e e e e s eesssaasrbaaaseeaas 12
3.3.3. MULACNT SEALUS BRAF ..ottt ettt ettt e ettt e e e e s e e et a e e e eesssassreassseeaas 12

4 MITOCHONDRIE ......cccuctteeierteneetenereneierensereesserensessnssessssssensssssnsssssssesssssssssssssnssessssessnsssssnsssssssessnsesanne 13
A, 1. OBECNE POZNATKY ..evvtuuueeeererersnnieseesssssssnneeessssssssnesessssssssssseeessssssssnsesessssssssnmeessssssssnsesessssssssnneeeesssssnnnn 13
4.2, LIDSKY MITOCHONDRIALNI GENOM ....ceevvvvrueeeeeeerrunnneeeeessessssnaeeeesessssnnaesesssssssnneeessssssssnsesessssssssnneesesssssnnnn 14
4.3, DEFEKTY MTDINA ..ottt ee e e e e e ettt e e e e e e e eata e e eeeseaataa e eeeesssstanneesssssssnnnseeesssssnnneseessssnnnn 14
4.3.1. MitochondriGIni ProdUKCE ROS ..........cccuuieeueeeiieeiieeecitaesieessieesiaesttaestaestaassaesssaassesssssasssesen 15

5 ZMENY V MITOCHONDRIALNI DNA A JEJICH ROLE V KRK ......ceeueerereerneesreeeressseesesssssssesssssssssssssessseens 16
5.1. ZMENA OBSAHU MTDINA ... ettt e ettt e e e e e e ettt eeeeeeseaaat e eesessassanneeesssasssnnesessessnnnneeeesessnnnn 16
5.2. ZMENY VE VOLNE CIRKULUJICTMTDINA ...ttt eeeeeettie e e ettt e e e eeevtte e e e eeeeabanaeeeessassannsesesssssnnnnsessessnnnn 16
R T D Y ol N RPN 17
5.4, MIKROSATELITNI NESTABILITA MTDINA ...cceiitiieeeeeeetiiie e eeeeeeee e e e e e er e e e e e e eeaba e e eeeeeaastneeeeesessnnnneseesessnnnn 17
5.5. POSKOZENT A MUTACE MTDINA . ..coetieiiieieeitiee ettt e e e e e ettt eee e e e eeeaabt e e eeeeeeabaaaeeeesesssannesesssssnnnnesessessnnnn 18
5.6, OPRAVY MTDINA ..ottt e et ee e et e e ettt eeeeeeeeeata e eeeessssaaaaesesssssannnseessasssnnesesssssnnnnesesssssnnnn 19

6 SLIBNE BIOMARKERY ZALOZENE NA MTDNA PRO POUZITi V BUDOUCNOSTL....cccevruerrennnernereereneenes 21
y A 7\ V71 S 22



1 UvoD

Kolorektalni karcinom (KRK) je nddorové onemocnéni postihujici tlusté stfevo a
konecnik. Jedna se o celosvétoveé treti nejcastéji diagnostikované nadorové
onemocnéni a druhou nejcastéjsi pti¢inu imrti na naddorové onemocnéni. Zvysené
riziko vzniku maligniho karcinomu je zurcité casti dano geneticky, ale vétSina
ptipadt vznika kvili rizikovym faktortim a jejich kombinacim, kterym 1ze prfedchazet.
Je to zejména obezita a s tim spojeny diabetes, nizké fyzicka aktivita, Spatna strava
zahrnujici hodné tu¢ného jidla a cerveného masa, koufeni, alkohol.

V ramci prevence bylo velmi stéZejni zavedeni kolonoskopie. Do dne$ni doby
bylo urceno nékolik biomarkeri, které jsou ukazateli bud’ pro vc€asnou diagnézu,
predikci vhodné 1éEby nebo pro prognozu pacienta. Nutnost dalSich biomarkert je ale
velmi na mist¢, aby mohlo dochazet naptiklad k diivé;si diagnoze, ke zvoleni vhodné
1é¢by a doslo by tedy ke snizeni smrtnosti tohoto nadorového onemocnéni.

Je znamé, ze pfi rozvoji KRK dochazi ke zménam jednak v jaderné DNA, tak 1
v t¢ mitochondridlni. Pravé zmény v mitochondridlni DNA (mtDNA) by mohly
pfinést n¢jaké vyznamné biomarkery vyuzitelné v budoucnu v klinické praxi.

Tato bakalarska prace je prevazné zamétfena na jiz zminéné mitochondridlni
zmény u pacientd s KRK, které maji vliv na toto onemocnéni a které mohou byt
vyuzitelné v diagnostice, 1é¢bé a urceni progndzy pacientd. Prvni ¢éast prace je
vénovana samotnému onemocnéni, jeho incidenci a mortalité, rizikovym faktorim a
moznostem 1écby. Nasledné jsou obecné predstaveny biomarkery, jejich typy a
vyuziti. Poté je velkd pozornost vénovédna zejména mitochondriim, konkrétné tedy
zménam v mtDNA, které se specificky vyskytuji u KRK, a také tomu, které z téchto

defektl se jevi jako slibné pro zavedeni do klinické praxe.

Cilem této bakalatské prace je:
Predstavit zmény mtDNA a jejich vyznam u KRK, ukézat biomarkery zalozené

pravé na mtDNA, které jsou slibné pro zavedeni do klinické praxe.



2 KOLOREKTALNI KARCINOM

2.1. Heterogenita onemocnéni

KRK je heterogenni nadorové onemocnéni, které postihuje tlusté stievo (kolon) a
konec¢nik (rektum). KRK vznika diky maligni transformaci epitelidlnich bunék, které
tvoii vystelku stfeva a konecniku. Ve stfevnim epitelu dochézi k rychlé obnové bunék,
tudiz se jedna o misto nachylné k maligni transformaci. VétSina nddord se vyviji z tzv.
prekanceroznich 1ézi — polypt nebo adenomt (Levine a Ahnen 2006).

KRK vSak neni jednim typem nadoru — jeho patogeneze zavisi na anatomické
lokalizaci nadoru a li$i se mezi pravou a levou stranou tlusté¢ho stfeva a kone¢nikem
(Loree et al. 2018). Pravostranny (proximalni) karcinom tlustého stieva byl definovan
jakozto nador céka a vzestupného tracniku az po jaterni ohbi. Levostranny (distalni)
karcinom poté jako karcinom ohybu sleziny a v distdlnich castech, vcetné rekta
(Mik et al. 2017). Onemocnéni rekta se také Casto fadi jako samostatny nador. Pfi¢ny
tracnik je spojenim levé a pravé strany, je mensi, dochazi v ném k mén¢ ¢astému rozvoji
tohoto nddorového onemocnéni, a nejcastéji je fazen mezi pravostranny karcinom, viz
Obrazek 1 (Dekker et al. 2019).

Pravostranny a levostranny KRK a karcinom rekta se 1i$i nejen anatomicky, ale také
histologicky, embryonalnim pitivodem, mikrobiotickou zatézi, fyziologickymi funkcemi
a molekularnimi charakteristikami (Nawa et al. 2008). Pravostranné nadory se s vyssi
pravdépodobnosti vyvinou u jedinci, ktefi maji genetickou predispozici ke KRK, coz
zahrnuje také pacienty s Lynchovym syndromem ¢i mikrosatelitni nestabilitou (MSI).
Soucasné se také na pravé strané Castéji vyskytuji naddory spojené s mutacemi BRAF,
které jsou vniméany jakozto Spatny prognosticky znak u tohoto onemocnéni
(Venook 2017). U levostrannych nadorG byvaji cCastéji patrné mutace souvisejici
s chromozomalni nestabilitou, jakozto mutace genti KRAS, APC, PIK3CA, TP53
(Glebov et al. 2003). DalSim rozdilem je, Ze pravostranné nadory u KRK byvaji
diagnostikovany v pozdé¢jSich stadiich nez levostranné. Nadory na levé strané mivaji
polypoidni charakter a jsou proto diagnostikovany v ranych stadiich béhem
kolonoskopie. Pravostranné nadory polypy netvoii a jsou tak huie detekovatelné
(Nawa et al. 2008). Obé skupiny KRK maji také rozdilnou celkovou incidenci a jeji
regionalni rozlozeni, rozdilnou incidenci mezi zenami a muzi, rozdilnou odpovéd’ na

konkrétni protinddorovou 1écbu a rozdilnou prognézu (Loree et al. 2018).
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Obrazek 1: Rozdily mezi pravostrannym a levostrannym tlustym stfevem a kone¢nikem

(upraveno podle (Dekker et al. 2019)). Schéma zobrazuje kolorektum a jeho rozdéleni na pravou a

levou stranu tlustého stfeva a konecnik. Dale typické zmény vyskytujici se u jednotlivych ¢asti.
MSI — mikrosatelitni nestabilita, CMS — molekularni subtyp onemocnéni, CIMP — methylované CpG

ostrivky.

2.2. Incidence a mortalita

Souhrnné statistiky nadorovych onemocnéni 2020 (GLOBOCAN 2020) vytvoiené
Mezinarodni agenturou pro vyzkum nadorovych onemocnéni uvadéji, ze v roce 2020 bylo
celosvétové diagnostikovano vice nez 1900 000 novych piipadi KRK a 935000
pacientil na toto nddorové onemocnéni zemielo. Jedna se tak o tfeti nejcastéj$i nadoroveé
onemocnéni a druhou nejcastéjsi pti¢inu umrti na nddorové onemocnéni, viz Obrazek 2

(Sung et al. 2021).

Potet Umrti za rok 2020, obé pohlavi, viechny vékové kategorie

Pocet nové diagnostikovanych piipadi 2020, obé pohlavi, viechny vékové kategorie

Prso

2261419 (11.7 %) Plice

1796 144 (18 %)

Plice

2206771 (11.4 %)
Tlusté stievo +

Ostatni nadorovd
onemocnéni
3557 464 (35.7 %)

Tlusté stfevo +
konecnik

Ostatni nadorova

onemocnéni

konelnik 935 173 (9.4 %
8275743 (42.9 %) 1931590 (10 %) Prostata (9:4%)
Prostata Jatra
375304 (3.8 %)
Jicen 1414259 (7.3 %) 830180 (8.3 %)
604100 (3.1 %) Faludek Slinivka bfisni Faludek
’ 466 033 (4.7 %,
1089 103 (5.6 %) ( ) 768793 (7.7 %)
DéloZni Cipek Jétra Jicen Prso
604 127 (3.1 %) 684996 (6.9 %)

905 677 (4.7 %) 544 076 (5.5 %)

Celkové: 19 292 789 pHpadi Celkové: 9 958 133 Umrtf

|
Obrazek 2: Graf incidence a mortality naddorovych onemocnéni (upraveno podle

(Sung et al. 2021)).



Regionalni rozloZeni incidence se mirné lisi pro karcinom tlustého stieva a kone¢niku,
pfi¢emz karcinomy tlustého stfeva vykazuji nejvyssi incidenci v Evropé, Austrélii, na
Novém Zélandu a v Severni Americe a karcinomy kone¢niku ve vychodni Asii
(Sung et al. 2021). Mira vyskytu se neustale zvySuje ve vychodni a jihovychodni Evropé
vlivem rostouciho indexu lidského rozvoje. Zvysujici se vyskyt je pfipisovan predevs§im
socio-ekonomickému statusu, zméné Zivotniho stylu vedouci ke snizené fyzické aktivité
a nadmémé télesné hmotnosti, coZ nepochybné pfispiva krozvoji onemocnéni
(Siegel et al. 2020). Karcinomy tlustého stfeva i konecniku se vyskytuji spise sporadicky
v Africe a jizni Ci stiedni Asii (Sung et al. 2021).

Obecné se incidence tohoto nddorového onemocnéni zvySuje se zvySujicim se vékem.
Zaroven se v poslednim letech ¢im dal tim vice objevuji nddory kolorekta u stale
mlads$ich pacientli (Sung et al. 2021). Doslo ke snizeni pramérného véku v dobé
diagndzy ze 72 let na 66 let v pritbéhu 25 let (https://seer.cancer.gov/data-
software/documentation/seerstat/nov2018/). Tento vek je nizsi u karcinomu kone¢niku
nez u karcinomu tlustého stteva (Howlader et al. 2020). Incidence u starSi populace je
vy$si pro karcinomy lokalizované v proximalni ¢asti, kdezto u mladsi populace se jedna
nejcasteji o karcinomy konec¢niku, nasledované karcinomy distalni ¢asti tlustého stieva
(Siegel et al. 2020).

Piestoze je celozivotni riziko vzniku KRK u muzi (4,4 %) podobné jako u zen
(4,1 %), protoze Zeny maji del$i ocekavanou délku Zivota, Castéjsi vyskyt onemocnéni, a
to 0 31 %, lze pozorovat u muzi. Riziko rozvoje onemocnéni mezi muzi a zenami se vSak
1i$i v zavislosti na veéku, pficemz je 0 40-50 % vyss$i u muzl ve véku 55-74 let nez u stejné
starych Zen. Dlivod, pro¢ tomu tak je, neni zatim upln¢ ziejmy, ale odrazi vystaveni se
rizikovym faktorGim a nejspiSe také pohlavni hormony (Siegel et al. 2020).

Rozdily jsou také znatelné mezi jednotlivymi rasami a etnicitami. Nartst incidence
byl u ¢ernosské rasy v letech 2012-2016 o 20 % vys$i nez u béloSské a mortalita byla
vyssi o témet 40 %. Diivody rasovych rozdila jsou slozité, ale do jisté miry odrazeji
rozdily v prevalenci rizikovych faktori a dostupnosti zdravotni péce, coz je zpisobeno

nizkym socioekonomickym statusem mezi ¢ernochy (Carethers a Doubeni 2020).

2.3. Rizikové faktory

KRK je multifaktoridlni onemocnéni a zpravidla nevznika kvili jediné konkrétni

wrwe

(Center et al. 2009). Napfi¢ riznymi epidemiologickymi studiemi vykazuji muZzské



pohlavi a rostouci vék silné souvislosti s incidenci onemocnéni. Sviij podil na vyskytu
tohoto onemocnéni maji také faktory vnéjSitho prosttedi a dédicné faktory
(Dekker et al. 2019). Rovnéz pozitivni rodinnd anamnéza KRK ma sviij podil u 10-20 %
pacientll s timto onemocnénim. Riziko je rizné v zavislosti na poctu nemocnych
pfibuznych a véku v dobé diagnézy (Scheuner et al. 2010). Dédicnost KRK byla
studovana na dvojcatech a ve studiich rodin a odhady se pohybuji okolo 12—-35 % (Czene
et al. 2002; Lichtenstein et al. 2000). Geny asociované s rizikem rozvoje tohoto
karcinomu byly sice uspésné identifikovany, ale vétSina faktord, kterd je za dédi¢nost
odpovédna, je stale jesté predmétem probihajicich studii.

Piiblizné¢ 5 % pacienti s KRK je postizeno dédicnym syndromem KRK. Tyto
syndromy délime na dvé kategorie — nepolypozni syndromy (Lynchiv syndrom a
familiarni KRK) a polypdézni syndromy (Syngal et al. 2015; Vasen et al. 2013) —
podrobnéji v kapitole 2.4.

Riziko vzniku KRK se 0 3,7 % zvySuje u pacientti s ulcer6zni kolitidou a 0 2,5 %
u pacientii s Crohnovou chorobou (Eaden 2001; Canavan et al. 2006). Chronicky zanét
tlustého stfeva vétsinou vede k abnormalni produkci bun¢k neboli dysplazii. Dysplatické
bunky jesté nevykazuji zndmky maligni transformace, ale maji vétsi Sanci, Ze se z nich
stanou bunky anaplastické a dojde k rozvoji nadoru (Johns a Houlston 2001). Pacienti
trpici diabetem druhého typu jsou také nachylnéjsi k rozvoji KRK. Pokud se totiz toto
onemocnéni spoji s néjakym dalSim rizikovym faktorem (koufeni, alkohol, nulova
fyzickd aktivita apod.), stoupa riziko vzniku KRK v ¢im dal tim mladS$im véku
(Scheriibl 2021).

Rozvoj maligni transformace mize byt nasledkem dlouhodobého vystaveni se
karcinogeniim. Velkou roli u KRK hraje strava. Nadmérny pfijem cerveného masa je
spojen se zvySenym rizikem rozvoje KRK a mnohé studie ukdazaly, Ze vegetaridni
(Orlich et al. 2015). Nadmérny piijem masa miize indukovat epigenetické a genetické
zmény Vv tlustém stfeve, které mohou vést ke genomové nestabilité (Cross et al. 2010;
Raskov 2014). V Cerveném mase lze nalézt nitraty i nitrity, které mohou zplsobit
bakterialni degradaci a fermentaci vyustujici ve vznik N-nitroso skupin. Ty pak mohou
tvotit DNA adukty zplsobujici mutace v onkogenech i tumor supresorovych genech
(Raskov 2014). Karcinogeny jsou rovnéz obsazeny v tabakovém koufi, ktery je slozen
z vice nez 7000 riznych nebezpecnych chemikalii jako jsou naptiklad aromatické aminy,

nitrosaminy a heterocyklické aminy. Ty mohou ovlivnit spravnou funkci tumor supresoru



TP53 nebo onkogenli KRAS a BRAF. Ptiblizné 20 % vsech piipadi KRK je spojeno
s koutenim (Derry et al. 2013). Koufeni je spojené také se sniZenou mirou pieziti mezi
pacienty s nemetastazujicim karcinomem (Walter et al. 2015). Nadmérna konzumace
alkoholu ve vztahu k rozvoji KRK byla také pfedmétem dlouholetého vyzkumu. Bylo
zjisténo, Ze nadmeérni uzivatelé¢ alkoholu maji riziko vzniku KRK vy$si o 60 %
v porovnani s abstinenty, nebo obfasnymi konzumenty (Huxley et al. 2009). Alkohol je
bezpochyby vyznamnym rizikovym faktorem, ale pfesny molekularni mechanismus jeho
pusobeni v rozvoji KRK nebyl jeste piesné popsan.

Vyznamnym rizikovym faktorem je také nizka fyzicka aktivita a obezita. Obézni
lidé castéji trpi karcinomem tlustého stieva nez kone¢niku (Dong et al. 2017). Fyzicka
aktivita mize snizit riziko KRK prostfednictvim svych pfiznivych ucinkd na motilitu
sttev, imunitni systém a metabolické hormony (Ruiz-Casado et al. 2017). Dlouhodobé
sezeni je t€Z vyznamnym rizikovym faktorem. ZhorSuje funkci kosterniho svalstva a
dochazi k snazsi inzulinové rezistenci, coz podporuje vznik KRK (Lynch 2010).

Dalsi vyzkumy naznacuji, Ze infekce specifickymi druhy bakterii jako je naptiklad
Fusobacterium nucleatum a Bacteroides fragilis by mohla také zvySovat riziko KRK

(Kwong et al. 2018).
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2.4. Etiologie onemocnéni

Mutace ve specifickych genech mohou vést ke vzniku KRK, stejné¢ jako v piipadé
jinych typl nadort. Tyto mutace se mohou vyskytovat v onkogenech, tumor
supresorovych genech a genech spojenych s opravami DNA. Dle typu zmén mizeme
KRK d¢lit na sporadické, dédicné a familiarni.

Bodové mutace nejsou asociované s dédi€nymi typy KRK a postihuji pouze
jednotlivé bunky, které se nasledné za¢nou nekontrolovatelné délit. Karcinomy vznikajici
zbodovych mutaci nazyvame sporadické a predstavuji 70 % vSech KRK
(Fearon a Vogelstein 1990). Molekularni patogeneze sporadickych karcinomi je
heterogenni, protoZze mutace mohou postihovat rtizné geny. Adenokarcinomy se vyskytuji
v98 % vSech malignich novotvard  tlust¢tho stieva a  konecniku
(Lauby-Secretan et al. 2018). Lze rozliSovat 4 rizné subtypy — CMS1 (14 % ptipadi)
vyznacujici se MSI, mutacemi BRAF a infiltraci buiikami imunitniho systému. CMS2 se
vyskytuje ve 37 % a dochézi k aktivaci drah Wnt a MYC. CMS3 se vyskytuje ve 13 %
ptipadll s proménlivym MSI statusem, nizkou metylaci CpG ostrivki a mutaci KRAS.
CMS4 (23 % ptipadll) vykazuje Casté zmény v poctu somatickych kopii, dochéazi
k aktivaci drahy TGF-B a je v nich vysoce aktivni angiogeneze. DalSich 13 % nadort
zustava neklasifikovatelnych (Guinney et al. 2015).

Dédiéné karcinomy tvoii pouze 5 % piipadit KRK (Lynch a De la Chapelle 2003).
Jsou zptisobeny zdédénymi mutacemi, které postihuji jednu alelu mutovaného genu, coz
zpiisobi, Ze bodova mutace v druhé alele spusti maligni transformaci butiky, a nasledné
rozvoj karcinomu. Pro vytvoteni piesnéjsi klasifikace byly dédi¢né karcinomy rozdéleny
na dv¢ kategorie — polypdzni a nepolypdzni formy. Polypdzni forma zahrnuje predevsim
familiarni adenomatézni polypézu (FAP), ktera je charakteristickd tvorbou
mnohocetnych potencialné malignich polypt v tlustém stieve
(Lynch a De la Chapelle 2003). Jednd se o autozomdlné¢ dominantni onemocnéni.
U ptiblizné 80 % postizenych Ize identifikovat mutaci v APC (Lynch a de la Chapelle
2003; Half a Bresalier 2004). Dalsi podskupina pacientii s FAP m4 bialelické mutace
genu MYH (Sieber et al. 2003; Venesio et al. 2004). Pokud se kolorektalni adenomy u
FAP neléci, KRK vznika téméft u vSech pacientli do 40 let (Half a Bresalier 2004; Bulow
2004; Parc et al. 2004). Oproti tomu dédi€ny nepolypdzni kolorektalni karcinom

(HNPCC) souvisi s mutacemi v genech zajistujicich opravu DNA. Jednd se o



autozomdlné¢ dominantni onemocnéni. Nadory, které vznikaji pti HNPCC, jsou
charakteristické MSI, kterd napomahd pfi stanoveni diagndzy. Dochazi totiz k ¢astym
mutacim v mikrosatelitech, coz jsou kratké repetitivni sekvence DNA (Grady 2003).
Vznik KRK u HNPCC je 70-85 %. Hlavni pti¢inou HNPCC je Lynchtv syndrom, ktery
je zptsoben zdédénymi mutacemi v jedné z alel gend kodujicich proteiny slouzici pro
opravu chybného parovani bazi DNA jako jsou MSH2, MLHI, MSH6, PMS1, PMS2.
Lynchtiv syndrom miizeme nalézt u 2-3 % vSech piipadii KRK (Lynch a de la Chapelle
2003; Umar et al. 2004). MSI neni specificka pouze pro Lynchiv syndrom, ale vykazuje
ji115 % sporadickych karcinomt (Syngal et al. 2015; Vasen et al. 2013)

Familiarni KRK tvofii piiblizné 25 % vSech piipadi a je také zpiisoben dédicnymi
mutacemi. Nejsou klasifikovany jako dédi¢né karcinomy, protoze nemohou byt zahrnuty
prevence prostifednictvim kolonoskopie, a to jiz u jedinci nad 40 let, ktefi maji
ptibuzného trpictho KRK. Kolonoskopicky skrining a odstranéni prekancer6znich polypt
u pacientli pravdépodobné vyznamné piispivd ke snizeni incidence KRK v populaci

(Rex et al. 2017).

2.5. Moznosti lécby

Lécba KRK tedy spoc¢iva v chirurgickém odstranéni nadoru (at’ uz priméarniho nadoru
nebo metastazy), aplikaci cytotoxickych a/nebo cilenych biologickych latek nebo také
radioterapii. Volba 1écby u pacienti sKRK zahrnuje pfistup zalozeny na
charakteristikdch nadoru — a to predevsim na stddiu onemocnéni (tzv. TNM stadium —
z anglického tumor-node-metastasis) a vysledcich histopatologického vySetfeni nadoru
(biopsie). Dale se berou v uvahu jak ptitomnost ¢i nepfitomnost nddorovych biomarkert,
tak faktory, které souvisi s pacientem, jako jsou napiiklad v€ék, hmotnost, pfidruzené
choroby, celkovy zdravotni stav pacienta apod. Podle téchto kritérii se ndsledné pacienti
déli do ¢tyt raznych skupin s riznymi 1ééebnymi postupy (Van Cutsem et al. 2010; Van
Cutsem et al. 2014).

Pacienti bez metastatického onemocnéni/s chirurgicky odstranitelnymi metastdzemi
v jatrech ¢i plicich nebo pacienti s ptiznivou prognézu se fadi do skupiny 0. Lécba spociva
v chirurgickém odstranéni metastaz. Ukéazalo se, Ze podani chemoterapie u této skupiny
nema vyrazny vliv na dobu pfeziti.

Skupina 1 je tvofena pacienty s potencidlné odstranitelnym metastatickym

onemocnénim. Tito pacienti jsou nejprve léceni indukéni chemoterapii za ucelem snizeni



velikosti a poctu metastdz, aby bylo néasledné mozné nador chirurgicky odstranit.
Chemoterapie v téchto ptipadech zahrnuje cytotoxicky dublet ¢i triplet a mize byt
kombinovéana s latkami proti vaskuldrnimu endotelidlnimu rdstovému faktoru (anti-
VEGF) nebo proti receptoru epidermalniho ristu (anti-EGFR) u pacientd s nemutovanym
KRAS.

Pacienti s diseminovanym neodstranitelnym nadorovym onemocnénim se fadi do
skupiny 2. Lécba pro tuto skupinu pacientli byva spiSe paliativniho charakteru se snahou
zmirnit symptomy, agresivitu a roz$ifeni onemocnéni. Prvni linie 1é¢by je podavana za
ucelem rychlé regrese metastdz. VéEtSinou zahrnuje cytotoxicky dublet v kombinaci
s latkami anti-VEGF nebo anti-EGFR. U oligometastatickych pacienti, ktefi reaguji na
lécbu, lze zvazit dalsi ablativni metody pro prodlouzeni intervalu bez progrese.
V nékterych piipadech je zvazovano také kompletni preruseni 1éCby.

Skupina 3 je slozena z pacientll s neodstranitelnym onemocnénim a nedostatkem
intenzivni 1é¢by. Uelem 1é¢by je zabréanit §ifeni nadoru a prodlouzit délku Zivota.
Nejcastéji pouzivané 1é€ebné strategie zahrnuji fluoropyrimidin jako cytotoxickou latku,
kterd mlze ¢i nemusi byt v kombinaci s biologickymi cilenymi latkami (Van Cutsem et

al. 2010; Van Cutsem et al. 2014).

2.6. Typy léciv a mechanismus jejich uc¢inku

Chemoterapie prvni linie zahrnuje fluoropyrimidiny (napf. 5-fluorouracil — 5-FU
nebo kapecitabin) bud’ samotné, ¢asto vsak v kombinaci s leukovorinem (LV), ptfipadné
dal$imi cytotoxickymi €inidly jako je oxaliplatina nebo irinotekan. LV snizuje toxicitu
1écby, protoze se jednd o inhibitor vedlejSich ucinkti zptsobenych 5-FU. Dalsi
cytotoxické latky se pfidavaji pro zvySeni ucinnosti fluoropyrimidinti a zvySeni
pravdépodobnosti pteziti pacienta (Van Cutsem et al. 2014; Venook 2005).

5-FU je 1éCivo bézné vyuzivané k 1é¢bé riznych malignich nadort. Jeho hlavnim
protinadorovym ucinkem je inhibice thymidylatsyntazy. To vede k naruSeni produkce
intracelularnich deoxynukleotidi, které jsou nezbytné pro replikaci DNA. Mize se téz
zabudovat do RNA a nahradit tak az 50 % uracilu (Horowitz a Chargaff 1959), coz vede
k naruseni syntézy RNA. Dalsim ucinkem je inkorporace do DNA, coz zpusobi jeji
fragmentaci (Daher et al. 1990).

Oxaliplatina tvoii DNA adukty, irinotekan inhibuje topoizomerazu I béhem replikace

a/nebo transkripce vedouci az k bunééné smrti (Wellstein et al. 2017). Bylo sice zjisténo,



Ze mira pfeziti pacientll se pfidanim téchto 1éCiv zvysila, zaroven vsak také doslo ke
zvySeni toxicity (Boige et al. 2010).

Prognézu zlepsuje kombinace monoklondlnich anti-VEGF nebo anti-EGFR protilatek
nebo proteind spole¢né s chemoterapii (Van Cutsem et al. 2014). Nejcastéji se vyuziva
anti-VEGF monoklonalni protildtka Bevacizumab, kterd cili na angiogenezi, a
pfedstavuje pfinos pro vSechny pacienty s metastatickym KRK (Hurwitz et al. 2004).
Lécba pomoci anti-EGFR miiZze byt pouzita pouze v nepfitomnosti mutaci KRAS. Patfi
sem napiiklad Cetuximab a Panitumumab (Van Cutsem et al. 2014).

Radioterapie je dalSi moznosti 1é¢by pacientli s nddorovym onemocnénim kone¢niku.
Byl prokézan velky ptinos ptedoperacni radioterapie ve sniZeni recidivy (Ma et al. 2017).
Uplné snizeni rizika ale zavisi na klinickém TNM stadiu a Gsp&snosti chirurgického
odstranéni nddoru (Taylor et al. 2011). Chemoradioterapie se pouzivad spolecné
s fluoropyrimidinem jakoZto radiacnim stabilizatorem (Glynne-Jones et al. 2017).
Kompletni odpovéd’ na tuto 1écbu nastava u 15-20 % pacientli a u vétSiny je dosaZzeno
alesponl zmenseni velikosti nadoru. Tento pfistup vede k zachovani rekta asi u 50-60 %

pacientt (Rullier et al. 2017).

3 BIOMARKERY

3.1. Obecné poznatky

Biomarker je definovéan jako molekula, kterou nachazime v krvi nebo jinych télnich
tekutinach a tkanich, slouzici jako informace o normalnim ¢i abnormalnim procesu v téle,
napiiklad o onemocnéni (Langan et al. 2013). Definice se vztahuje na DNA, RNA,
mikroRNA, epigenetické zmény nebo protilatky. Pocet biomarkert, které se vyuzivaji
v klinické praxi, se stile zvySuje. Idedlni biomarker by m¢l byt minimalné invazivni
(napt. dostupny z krve) a maximalné senzitivni. Dale by mél byt co nejvice specificky
k danému typu onemocnéni, mél by predikovat riziko rozvoje onemocnéni, stav
onemocnéni a vyvoj 1écby. Je nutné, aby biomarkery byly co nejméné finan¢né nakladné
pro jejich celosvétovou dostupnost (Pountos et al. 2013).

Existuje jest¢ termin nddorovy marker, ktery je Casto povazovan za synonymum
biomarkeru vztahujici se na struktury, které mohou byt pficitany vzniku abnormalnich
bun¢k nebo karcinogeneze. Nejvétsi skupinou klinicky dalezitych markert jsou nadortim-
pfidruzené antigeny (TAAs). Predpokladd se, ze koncentrace nddorovych markert

napomaha pfi casné diagnostice onemocnéni a pouzivaji se pii skriningovych testech.
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Nékteré nadorové markery se také vyuzivaji k predikci a monitorovani G€innosti 1écby a
sledovani recidivy (Lech et al. 2014). Jiz klinicky vyuzivané biomarkery jsou shrnuty v

Tabulce 1.

3.2. Skriningové a diagnostické biomarkery u KRK

Diagnosticky biomarker zjiStuje a potvrzuje pfitomnost urcitého onemocnéni
(FDA-NIH Biomarker Working Group 2016). Skriningovy biomarker se pouzivéa pro
véasnou detekci onemocnéni (Califf 2018). Pfitomnost skriningovych markeri se
v souCasnosti mimo jiné zjiStuje fekdlnim DNA testem, ktery neni invazivni
(Ahlquist et al. 2008; Diehl et al. 2008). Sekretované biomarkery jsou odvozené piimo
z nadoru, a proto jsou markery ze stolice vysoce specifické. Dale dochazi u pacientli
k vys§im detekcim cirkulujici mikroRNA v jejich stolici. Jeji piinos je stale testovan
v klinickych studiich (Koga et al. 2010; Link et al. 2010). Do této skupiny fadime i
proteinové markery, které délime na TAA, protilatky proti TAA a dal§i KRK-relevantni
proteiny, které patii mezi markery diagnostické. Z dalSich proteinovych markert, které
by mohly byt pouzity na skrining, byly zkoumany nadorové¢ specifickd M2 izoforma
pyruvatkinazy (M2-PK) ve stolici a tkanovy inhibitor matrixu metaloproteinazy 1

(TIMP1) v krevni plasmé (Koss et al. 2008; Mulder et al. 2007).

3.3. Prognostické a prediktivni biomarkery u KRK

Prognostické biomarkery udavaji pravdépodobnou progresi onemocnéni, prediktivni
predpovidaji Gcinnost 1écby (Califf 2018). Nekteré biomarkery jsou zalozené na mutaci
gend, které jsou kli¢ové pro karcinogenezi KRK (NRAS, KRAS, BRAF). Jiné jsou spojené
s poskozenim v systému oprav chybného parovani bazi a jsou zdkladnim mechanismem
urcujicim MSI status (Popat et al. 2005). Karcinoembryonalni antigen (CEA) byl objeven
témet pred 50 lety a stale zistava jedinym nadorovym markerem s uzndvanou ucinnosti
pfi monitorovani 1écby pacientti s KRK (Gold a Freedman 1965). ZvysSena koncentrace
CEA je také znamkou Spatné progndzy u pacientii (Locker et al. 2006) a je detekovatelna
pouze v pokrocilejsich stadiich KRK (Hundt et al. 2007). Jeho vysoka koncentrace v krvi
ale neni specificka jen pro KRK, ale téZ pro onemocnéni jater, pankreatitidu a dalsi
onemocnéni. Dal§im nddorovym antigenem je CA 19-9, ktery je ve srovnani s CEA méné
senzitivni, ale stale nejlepsi pro detekci nadori slinivky bfisni. Pro KRK se vyuziva

primarn¢ v kombinaci s CEA (Gonzalez-Pons a Cruz-Correa 2015).
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3.3.1. Mikrosatelitni nestabilita

Nadory s MSI lze nalézt u cca 15 % pacientd (Guinney et al. 2015). MSI status je
prognostickym a prediktivnim markerem, a to hlavné pro staddium II pacientli s KRK
(Petrelli et al. 2019). KRK s MSI ¢asto vykazuje rezistenci viici 5-FU, a bylo zjisténo, ze
lepsi celkové preziti pacienti po 1écbé 5-FU je pouze u pacienti bez MSI
(Sargent et al. 2010). Navic se ukazalo, ze nadory s defekty systému oprav chybného
parovani bazi lépe reaguji na inhibitory kontrolnich bodi bunécného cyklu
(Basile et al. 2017), a to pravdépodobné kvili jejich vysSi mutacni zatézi a infiltraci
imunitnimi bunkkami (Jin a Yoon 2016). Klinické studie se rovnéz zabyvaji moznym
vyuzitim prediktivni hodnoty MSI statusu pro 1écbu pacientl ve stadiu III a IV

(Koncina et al. 2020).
3.3.2. Mutacni status RAS

KRAS je efektorem EGFR. Jeho mutace se vyskytuji u 45 % pacientt ve stadiu IV a
u zhruba 15-37 % pacientl s ¢asnymi stadii KRK, pfi¢emz je jeho vyskyt Castéjsi u
nadort bez MSI (Modest et al. 2016). Prognosticka hodnota KRAS mutace byla potvrzena
u pacientll s KRK stadia III bez MSI (EkIof et al. 2013), pficemz tito pacienti vykazovali
1,5x vys8i riziko relapsu a Umrti v porovnani s pacienty bez mutace v KRAS
(Modest et al. 2016). Bylo zjisténo, ze pfidani anti-EGFR latky ke standardni
chemoterapii zlepSuje preziti pacientl a snizuje riziko progrese onemocnéni
(Van Cutsem et al. 2014; Taieb et al. 2017; Cunningham et al. 2004). Pfinos je ale patrny
pouze u pacientd, ktefi nevykazuji mutace v efektorech EGFR jako jsou pravé KRAS a
NRAS (De Roock et al. 2010; Lievre et al. 2008; Karapetis et al. 2008; Sorich et al. 2015).
Vzhledem k tomu, Zze aktivaéni mutace KRAS se vyskytuji u 40 % pacientli a NRAS u
7 % pacienti (Zarkavelis 2017), je pted 1écbou anti-EGFR protilatkami nutnd analyza

mutaci téchto genti.

3.3.3. Mutacni status BRAF

BRAF gen je aktivovan mutaci u 10 % pacientd s KRK (Davies et al. 2002). BRAF
aktiva¢ni mutace se nej€astéji vyskytuje v kodonu 600 (BRAF V600E), coz ptedstavuje
témet 90 % vSech BRAF mutaci (Barras 2015). Tato mutace se vylucuje s mutacemi RAS
a tim padem pfidani anti-EGFR latek neni ucinné (De Roock et al. 2010; Punt et al. 2017).
Bylo také zjiSténo, ze pfitomnost mutaci v BRAF snizuje preziti pacientil ve stadiu I1I a

IV, jedna se tedy o negativni prognosticky marker (Ulivi et al. 2012; Saridaki et al. 2013).
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Kombinace nepfitomnosti MSI a pfitomnosti BRAF mutace se ukazala byt vyznamnym
prognostickym biomarkerem, pficemz tito pacienti vykazuji az 2x vyssi riziko relapsu a
umrti (Bléker et al. 2019).

Tabulka 1: Typy klinicky vyuZzivanych biomarkeri u KRK (upraveno podle (Koncina et
al. 2020; Lech 2016)).

Biomarker Vyuziti
CEA Skriningové, prognostické
CA 19-9 Skriningové, prognostické
KRAS Prognostické, prediktivni
BRAF Prognostické, prediktivni
MSI Prognostické, prediktivni

MSI — mikrosatelitni nestabilita, CEA — karcinoembryonalni antigen, CA-19-9 — naddorovy antigen 19-9,
KRAS — izoforma RAS genu popséana Kirstenem, BRAF — lidsky protoonkogen kodujici protein B-Raf

4 MITOCHONDRIE

4.1. Obecné poznatky

Mitochondrie jsou specializované organely nachéazejici se u vétSiny eukaryotickych
bunék, viz Obrazek 4A. Jsou zodpovédné za produkci bunécné energie prostfednictvim
oxidativni fosforylace. Mitochondrie jsou také klicové pro signalizaci vapnikll, syntézu
hemu, steroidi a hlavné pro programovanou bunénou smrt (apoptozu)
(van der Giezen a Tovar 2005). Stejné jako bunétné jadro, tak i mitochondrie obsahuji
vlastni DNA (Obrazek 4B) a poskozeni mtDNA ¢asto souvisi s riiznymi chorobami napf.
nadorovymi onemocnénimi, mrtvici, diabetem nebo neurodegenerativnimi chorobami

(Mishra a Chan 2014).
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Obrazek 4: Struktura mitochondrie a mtDNA (upraveno podle (Yusoff et al. 2015; Taylor
a Turnbull 2005)).

4.2. Lidsky mitochondrialni genom

Mitochondrialni genom tvofi kruhové, dvouvldknové molekuly DNA
(Andrews et al. 1999). Retézce mtDNA se lisi nukleotidovym sloZzenim — v t&Zkém se
nachdzi hodné guaninu, v lehkém naopak hodné cytosinu (Andrews et al. 1999). mtDNA
obsahuje malo intronil, je pomérné¢ mala (u lidi 16,6 kb) a v jedné mitochondrii se
vyskytuje ve 2-10 kopiich. Vzhledem k tomu, Ze se mtDNA vyskytuje v mnoha kopiich,
umoziuje to netypické zpiisoby opravn DNA a netypickou formu rekombinace
(Kaniak-Golik a Skoneczna 2015). mtDNA je dédi¢na po matce, pfi¢emz po oplodnéni
je otcovska mitochondrie degradovdna (Aanen et al. 2014). mtDNA koéduje 22 tRNA,
2 rRNA a 13 proteinti, které se podili na syntéze ATP (Suzuki et al. 2011). Obsahuje
nekodujici (D) smycku, kde se nachéazeji regulaéni oblasti pro transkripci tézkych a
lehkych fetézcll, pocatek replikace té€zkého fetézce a vazebnd mista pro transkripcni

faktor, viz Obrazek 4B (Cook a Higuchi 2012).

4.3. Defekty mtDNA

Cetnost mutaci mtDNA je vyrazné vyssi nez u jaderné DNA. Diivodem je to, Ze
mtDNA je ndchylngjsi k mutacim, protoze ma omezeny repertodr systémil oprav DNA.
Mitochondrii je také v bunice vétsi mnozstvi, takze dochéazi k replikacim daleko vétsiho
poctu mtDNA molekul.

U néadorovych onemocnéni hraji mitochondrie opravdu kli¢ovou roli, a to
v pfeprogramovani metabolismu bunék. Probihaji v nich totiz rGzné katabolické a

anabolické drahy, jako je syntéza aminokyselin, nukleovych kyselin, lipidi a bylo
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prokézano, ze jejich poSkozeni vyvolavd u nckolika typt nadorovych onemocnéni
progresi (Sciacovelli et al. 2014). Naptiklad mutace nebo delece mtDNA u karcinomu
prsu, prostaty a kolorekta jsou spojené s progresi nadoru do horSiho fenotypu
s nepfiznivou prognoézou (Cui et al. 2013). Ptiblizn€ 43 % hepatocelularnich karcinomt,
52 % karcinomt zaludku, 23 % karcinomt plic a 40 % KRK vykazovalo mutace
D-smycky. Také byl u nich zaznamenan vyrazny pokles celkového obsahu mtDNA
(Lee et al. 2005). Mutace v mtDNA nadorovych bunék mulzeme rozd€lit na dveé
tiidy — mutace, které poskozuji proces oxidativni fosforylace, slouZzici ke stimulaci
neoplastické transformace a ty, které pomahaji nddorovym bunikam se adaptovat na nové
bioenergetické prostiedi.

Mutace mtDNA jsou snadnéji detekovatelné nez mutace jaderné DNA a to protoZe
ma mtDNA daleko vice kopii. Diky identifikaci mutaci mtDNA by tak mohlo dojit ke
zvyseni citlivosti pro diagnézu nadorovych onemocnéni. Pfi osekvenovani 80 % genomu
mtDNA z priméarnich naddort byly nalezeny stejné somatické mutace mtDNA rovnéz ve
vzorcich télesnych tekutin u 64 % piipadl karcinomu mocového méchyte, 46 % piipadi
karcinomu hlavy a krku a 43 % ptipadd karcinomu plic. Mutace se nejcastéji nalézaly
v genu podjednotky 4 NADH dehydrogenézy a v oblasti D-smycky (Fliss et al. 2000).

mtDNA je kondenzovana do nukleoidii diky vazbé mitochondridlniho
transkripéniho faktoru A (TFAM). Bylo zjisténo, ze nékteré typy KRK obsahuji
heterozygotni mutace genu TFAM, které jsou spojené s deleci mtDNA (Guo et al. 2011).
TFAM je také translokovan do jadra bunc¢k nadord prostaty a jeho nadmérna exprese

muze vést k bunécéné proliferaci (Han et al. 2011).

4.3.1. Mitochondrialni produkce ROS

Reaktivni kyslikové radikdly (ROS) jsou molekuly casto produkované
v mitochondriich béhem bunécného dychani na vnitini membrané zpiisobujici poskozeni
DNA/mtDNA (Savu et al. 2011). Jsou zodpovédné za rizné typy oxidativniho poskozeni
DNA/mtDNA, jako jsou napiiklad modifikace, odstranéni bazi nebo zlomy ve
dvousroubovici DNA. Jedinou polymerazou vyskytujici se v mitochondriich je DNA
polymeraza y a ma se za to, Ze prave ta je zodpovédna za zmény vyskytujici se v mtDNA
diky své nizké schopnosti oprav (McKinney a Oliveira 2013).

NADPH je molekula velmi dilezita pro redukci H>O; a dalSich peroxidi. Kdyz je
mitochondrialni produkce kyslikatych radikala ptili§ vysoka, stavaji se toxické pro buiiku

a miZou vyvolat apoptozu ¢i nekrézu. Mitochondridlni ROS jsou také vyznamné signalni
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molekuly a silné mitogeny, tudiz kdyz dojde k inhibici apoptdézy, miizou kyslikaté
radikaly pfispét k nddorovému bujeni bunc¢k (Gupta et al. 2012). Produkce ROS je
regulovéna elektrochemickym gradientem vnitini mitochondrialni membréany. U riznych
karcinomil ¢asto dochézi k inhibici ATP syntazy, coz vede ke zvySené produkci ROS

(Sanchez-Cenizo et al. 2010).

5 ZMENY V MITOCHONDRIALNI DNA A JEJICH ROLE V KRK

5.1. Zména obsahu mtDNA

V mtDNA néadorovych bunék nedochazi pouze ke strukturnim zménam, ale také
ke zméné jejich poctu. V rlznych studiich byl zjistén pokles i ndrust kopii mtDNA
v nadorovych tkanich. Pokles muze souviset se snizenim poctu proteinti oxidativni
fosforylace. Bylo zji§téno, ze sniZzeny pocet kopii mtDNA souvisel s metastizemi KRK
do lymfatickych uzlin (Wang et al. 2006). Diky tomuto sniZzeni by mohlo dochazet
k siln€jsi toleranci k hypoxii a nddor by tedy mohl snizit zavislost mitochondrie na
oxidativni fosforylaci — hlavnim zdrojem energie pro rast nadoru by tedy byl anaerobni
metabolismus — glykolyza (Cui et al. 2013). Nadory s vyssim poctem kopii mtDNA jsou
totiz méné tolerantni k hypoxii, rostou pomaleji, jsou méné€ invazivni a citlivgjsi k 1é¢bé
a pacienti maji tedy lepsi prognézu (Derwinger et al. 2008). Snizeni obsahu mtDNA bylo
pozorovano u KRK s mutaci v genu BRAF a s MSI. Naopak u nadorti s mutaci KRAS byl
pozorovan vyssi obsah mtDNA (van Osch et al. 2015). Novéjsi in vitro studie ale ukazaly,
ze pocet kopii mtDNA v KRK bunéénych liniich mize byt zvysen vlivem exprese p53 i

TFAM (Wen et al. 2016).

5.2. Zmény ve volné cirkulujici mtDNA

Zmény ve volné cirkulujici mtDNA byly pozorovany u znacného mnoZzstvi
nadorovych onemocnéni. Nejvétsi vyhodou cirkulujici mtDNA je schopnost slouzit jako
,tekutad biopsie®, protoze je relativné kratkd, jednoduse organizovana a vyskytuje se ve
vice kopiich, 1ze ji detekovat v kapalnych vzorcich, jako je naptiklad sérum ¢i plazma,
kde se obecné¢ vyskytuje malé¢ mnozstvi DNA (Diaz a Bardelli 2014; Li et al. 2016).
Uvolnovani mtDNA bylo popsano u riznych klinickych stavii, které souviseji se zanéty
¢i nekrézou bunék. Dochdzi ke ztraté integrity membrany a k uvoliiovani intracelularniho
obsahu (Kaczmarek et al. 2013). Stres, ktery zptisobuji uvolnéni mtDNA, miZe byt jak

extracelularni, tak intracelularni (Drose a Brandt 2012). K uvolnéni mtDNA dochazi

16



napiiklad pfi poskozeni tkané, u pacientti napiiklad po operacich, a jeji rozpozndni
imunitnimi buiikami hraje roli pfi rozvoji zanét (Simmons et al. 2013; Zhang et al. 2010).
Kromé ptitomnosti cirkulujici mtDNA u pacientl s velkym traumatem byly jeji zmény
zjistény také v krvi pacientl trpicich onemocnénim souvisejicim s oxidativnim stresem.
Pokud pfi oxidativnim stresu dojde k produkci ROS, dochazi k hypoxii, coz ma za
nasledek poskozeni bunék (Gutteridge 1999). Na poskozeni a nédsledném uvoliovani
mtDNA by se mohl podilet také Ca?*. Ten spolu s ROS piedstavuje dillezity mediator pfi
Sifeni nekrotického signalu z matrix (Brookes et al. 2004).

Bylo také zjiSténo, Ze jedinci s niz§im nebo vyS$Sim poctem kopii mtDNA
v periferni krvi maji zvySené riziko rozvoje KRK (Thyagarajan et al. 2012). Kromé toho
bylo také zjisténo, ze kdyz leukocyty obsahovaly vice kopii mtDNA, progndza pacientti
byla hor$i (Qu et al. 2015). Dalsi prospektivni studie odhalila, ze u Zen, které mély nizsi
obsah kopii mtDNA v perifernich leukocytech, se nasledné¢ rozvinul KRK
(Huang et al. 2014).

Presné bunécné mechanismy, které zpusobuji kolisani koncentraci cirkularni
mtDNA zlstavaji stale nejasné, ale jedna se o minimaln¢ invazivni proces pro diagnostiku
a prognozu (Yu 2011). ZvySeny obsah cirkulujici mtDNA v periferni krvi se ukazuje jako
vyznamny diagnosticky faktor u KRK (Chen et al. 2011).

5.3. D-smycka

Uplna nebo ¢asteéna sekvence D-smycky byla §iroce zkoumana v souvislosti s KRK.
Bylo zjisténo, Ze metylace v oblasti D-smycky byla v KRK tkani nizs§i neZ v nenadorové
tkani (Feng et al. 2012). Zarovei bylo zjisténo, Ze mutace D-smycky se vyskytovala ve
vyrazné vyssi frekvenci u KRK s mutaci pS3 (Chang et al. 2009). Dle dostupnych studii
by mohl haplotyp nukleotidli 16290T v oblasti D-smycky byt vyuzit jakozto biomarker
pro hodnoceni pooperaéni prognézy KRK pacientl (Bai et al. 2015). Déale by mutace
sekvence D310 mohla byt povazovana za biomarker pro brzkou detekci KRK
(Legras et al. 2008). D-smyc¢ka by tedy mohla byt vyuzita jako biomarker pro hodnoceni
rizika a progndzy KRK, ale hlavni bod sporu vyvoldva misto mutaci D-smycky a jejich

frekvence.

5.4. Mikrosatelitni nestabilita mtDNA

Mitochondridlni mikrosatelitni nestabilita (mtMSI) je zména délek sekvenci

mikrosatelitli mitochondrialni DNA mezi nadorovou a normélni tkédni a byla casto
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nalezena u pacientti s KRK. Nejvétsi mnozstvi mtMSI bylo nalezeno v D-smy¢ce — u
544 %  vSech  zkoumanych  pacientl, nejvyraznéji  vlokusu D310
(Venderbosch et al. 2015). Variace délek mikrosatelitii vznika hlavné diky replikacnimu
skluzu mtDNA polymerazy a tento proces mtze ovlivnit replikaci a transkripci mtDNA
(Graziewicz 2002). Byly provadény studie zamétené na souvislost jaderné MSI a mtMSI
u KRK, které¢ ukazaly, ze jsou to na sob& nezavislé udalosti a naznacuje to, Ze jaderné
proteiny DNA opravy chybného péarovani bazi (MMR) nejsou odpovédné za opravy
chybného parovani bazi v mitochondriich (Tsai et al. 2009; Guleng et al. 2005).

5.5. Poskozeni a mutace mtDNA

Mitochondrialni delece 4977bp, mimo jiné zndma jako bézna delece, je jednou
z nejcasteji pozorovanych mutaci mtDNA. Delece zahrnuje pét genti tRNA a sedm gentl,
které koduji podjednotky cytochrom c oxidazy, ATPazy a komplexu I (Dani et al. 2003).
Oblast, ve které k deleci dochézi, je dulezitd pro ochranu tumor-podporujicich ucinkt
jinych mutaci a zabratniuje tedy neoplastickému rtstu (Dani et al. 2003). Byl prokazan
nizsi vyskyt delece 4977bp v nadorové tkani, oproti normalni (Dimberg et al. 2014).
Muze to byt napiiklad zptisobeno rychlou bunéénou proliferaci nebo tim, Ze buiky
obsahujici tuto deleci jsou eliminovany apoptéozou (Wu et al. 2005). Delece muze
zpusobit nevyhodu proliferujicim buiikam, a proto dochdzi k jeji selekci v nadorové tkani
(Dani et al. 2003).

MT-NDI je gen kodujici podjednotku NADH dehydrogenazy 1. U KRK byly
pozorovany zvysSené hladiny jeji exprese, spolu s expresi genu MT-ND6, ktery koduje
podjednotku NADH dehydrogendzy VI (Wallace et al. 2016). Jejich mutace by mohly
byt zpisobené ROS a mohly by tedy pterusit drahu oxidativni fosforylace, poskodit
komplexy elektron-transportniho fetézce (Akouchekian et al. 2011; Zhang et al. 1990).

Cytochrom b je jedinou podjednotkou komplexu III, kteréd je kddovana mtDNA,
a je také vyznamnou slozkou elektron-transportniho fetézce. Je mimo jiné také
zodpovédny za tvorbu ROS (Saybasili et al. 2001). Vyssi hladiny exprese
mitochondridlniho cytochromu b v nadorech jsou zplisobené mutacemi, které vedou ke
zvyseni bunééného ristu (Herrmann et al. 2003).

Vzhledem k tomu, ze MT-ATP6 a MT-COI jsou geny, které koduji proteiny tvofici
tézky a lehky fetézec mitochondridlniho genomu (Abril et al. 2008), mize byt rozdilna

exprese téchto gentl diisledkem posttranskripénich mechanismil, jako je upregulace, nebo
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downregulace mikroRNA. MT-ATP6 byva nadmérné transkribovana, coz je pfipisovano
nutnosti vyS$si energie pro rychly rist bunék nadoru (Wallace et al. 2016).

Dale bylo zjisténo, Ze podjednotky COI, II, III komplexu IV jsou ¢asto mutovany
v metastatickych KRK (Heerdt et al. 1990).

Tyto zavéry tedy naznacuji, ze zmény exprese mitochondridlnich genli by se
mohly podilet na progresi zmény prekancer6zovych 1ézi v nador.

Predpokladalo se, mtDNA u rGznych nédorovych onemocnéni bude velmi
geneticky nestabilni. Prekvapivé ale nadorova tkan vykazovala snizenou prevalenci
ndhodnych de novo substituci bazi v mtDNA u KRK oproti nenadorové tkani
(Ericson et al. 2012). Rozdil v mutacni zatézi byl zpisoben snizenim ptechodli C:G na
T:A, které jsou spojené s oxida¢nim poskozenim. Niz$i frekvence nadorovych mutaci je
také zplisobena posunem v metabolismu glukdzy od oxidativni fosforylace k anaerobni
glykolyze. SniZzeni mutageneze mtDNA by mohlo vést ke snizeni produkce ROS, coz by
mohlo podpofit progresi onemocnéni. To znamend, Ze mitochondridlné cilena
protinadorova 1écba zamétend na piimé zvyseni poskozeni mtDNA by mohla G¢inné
potlacit riist nadoru (Ericson et al. 2012).

Pokroky v sekvenovani genomu mtDNA odhalily, Zze u nadorovych mtDNA
dochazi k vy$si mife substituce, delece a zméné¢ délky polynukleotidového traktu.
Interpretaci téchto dat ale znacné komplikuje heteroplazmie a vysoky pocet kopii
mtDNA.

Mitochondrialni dysfunkci mtizou zpisobovat downregulované komponenty
komplexu I, ktery je soucésti dychaciho fetézce. Nadorové buiky, ve kterych byly
mutovany geny pravé komplexu I vykazovaly zvysenou odolnost proti zareni a také
zvySenou glykolyzu (Shi et al. 2021). Bylo zjisténo, ze glykolyza podporuje
radiorezistenci (Gustafsson et al. 2018). Pfidatnd podjednotka komplexu 1 (NDUFSI),
ktera je soucasti NADH dehydrogenazy, je spojena pfi jeji nizké expresi se Spatnou
progndzu u pacienti s KRK, ktefi podstupovali neoadjuvantni radioterapii. NDUFSI by
tedy mohla byt identifikovana jako novy prediktivni biomarker radiosenzitivity v KRK

(Shi et al. 2021).

5.6. Opravy mtDNA

V porovnani s mechanismy oprav jaderné DNA jsou moZznosti oprav mtDNA
méné charakterizovany. Zatimco jaderna DNA je intenzivné a efektivné opravovana,

mitochondriélni je bud’ opravena nebo degradovana (Fontana a Gahlon 2020). mtDNA je

19



pod pfisnou kontrolou poctu kopii, takze pokud dojde k degradaci poskozené mtDNA,
nasledné¢ dojde kreplikaci nepoSkozené kopie a dosyntetizovani mtDNA
(Clay Montier et al. 2009). Nejcastéjsim mechanismem, ktery je zodpoveédny za opravu
mtDNA, je bazové excizni oprava (BER). Stale neni jisté, zda mitochondrie vykazuji
uc¢innou MMR a opravy dvoufetézcovych zlomit DNA (DSB) a jaky vyznam tyto drahy
maji (Fontana a Gahlon 2020).

BER se podili na opravé riznych typl poSkozeni DNA. VétSina proteinti BER se
nachdzi jak v jaderném, tak v mitochondridlnim genomu, ale spoustu proteint
zodpovédnych za BER u mtDNA se lokalizuje pravé v mitochondriich, coz zvySuje
ucinnost opravy (Fontana a Gahlon 2020). Je negativné regulovanad TFAM, ktery se vaze
na poskozenou mtDNA a inhibuje aktivaci BER (Canugovi et al. 2010). BER by mohla
byt zodpoveédna za snizovani celkové irovné delece mtDNA a zachovavani jeji integrity.

Analyzou mutaci mtDNA u KRK byly zjisténé vysoké tirovné MSI, coz ukazuje
na poruchy MMR (Sancar et al. 2004). Nenti jisté, zda se MMR podili na opravé mtDNA,
protoze nejspiSe samotné mitochondrie postradaji proteiny zodpovédné za opravy MMR
v jadrech, jako je MSH2, MSH3, MSH6 (Habano et al. 1998). Protein YB-1 je zatim
jedinym proteinem, ktery je pfimo zapojen do mitochondridlni MMR. Je zodpovédny za
rozpozndni, navazani nespravné sparované DNA, rozpleteni vlaken a za zahajeni opravy.
Interaguje také s NEIL2 a APE1, coz naznacuje moznou spolupraci mezi MMR a BER
(de Souza-Pinto et al. 2009). Pokud se tedy MMR podili na opravach mtDNA, tak je
velmi odlisny od toho jaderného (Mason 2003).

Neni stale jasné, zda je i€innd oprava DSB pfitomna v mitochondriich ¢i nikoliv.
Experimenty provadéné in vitro s mitochondridlnimi extrakty ale naznacuji, Ze
mitochondrie sav€ich bun€k mohou byt schopné homologicky fizenych oprav (HDR),
nehomologniho spojovani koncti (NHEJ) a alternativni drahy NHEJ nazyvan¢ MMEJ —
tedy oprav, které jsou charakteristické pro jadernou DNA (Dahal et al. 2018; Coffey et
al. 1999; Tadi et al. 2016). Nékteré opravné faktory téchto opravnych drah byly
identifikovany v mitochondriich (Coffey et al. 1999; Dmitrieva et al. 2011). Pokud jsou
v mitochondriich neopravené DSB, dochdzi krozsahlym delecim mtDNA

(Fu et al. 2020).
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6 SLIBNE BIOMARKERY ZALOZENE NA mtDNA PRO POUZITI V
BUDOUCNOSTI

Zmeéna poctu kopii mtDNA by mohla byt stanovena jako biomarker pro pouziti
v budoucnosti. Zavéry riznych studii (zminénych v kapitole vyse) se sice hodné€ rizni a
samotni autofi se na jeho pouZziti nemohou shodnout, ale pocet kopii mtDNA v periferni
krvi by mohl byt vyuzit jako biomarker pro v€asnou detekci KRK.

Mutace v oblastech D-smycky byly vyhodnoceny jako mozny biomarker.
Konkrétné haplotyp nukleotidi 16290T by mohl byt vyuzitelny jako biomarker pro
pooperacni progndzu pacientit s KRK. Jako dalsi by mohla byt vyuzita mutace sekvence
D310, ta by mohla slouzit pro brzkou detekci KRK.

Moznost vyuziti zmén mtDNA jako biomarkeru vyvolala mnoho
rozporuplnych nazord. Kontroverzi vyvolalo hlavné misto a frekvence mutace v KRK.
Spousta studii uvadi, Ze mutace mtDNA by mohla byt vyuzita jako biomarker pro
diagnostiku a progndézu KRK a urcit¢ mutace, jako je mutace genu mitochondridlni
podjednotky NDI a dalsi (uvedené v kapitole 5.5) jsou povazovany za dulezity
molekularni cil. Také n€kolik studii naznacovalo, ze by mutace mtDNA mohly urcovat
$patnou prognozu a tumorigenezi.

MSI v jaderném genomu byla jiz v minulosti potvrzena jako biomarker
souvisejici s recidivou, prognézou a predikci 1éby KRK. Metaanalyza naznacila, ze
mtMSI byla vyss$i u pacientll s metastatickym KRK, ale nebyla nalezena souvislost
s prognozou. MSI status se tedy hodi spiSe jako biomarker prediktivni.

NDUFSI, slozka dychaciho fétézce (komplexu I), by potencidlné také mohla
byt dobrym prediktivnim biomarkerem radiosenzitivy KRK. To naznacuje, Ze cilené
zvySeni funkce komplexu I by mohlo byt dobrou strategii pro zlepSeni radiosenzitivity.

Uplny vyznam volné cirkulujici mtDNA u KRK neni zatim ziejmy, ale na
zaklad¢ vysledkt studii u jinych nddorovych onemocnéni by mohla byt vyznamnym
minimaln¢ invazivnim biomarkerem pro diagnostiku, ale také vhodnym prediktivnim a

prognostickym biomarkerem.
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7 ZAVER

Tato prace se vénuje predstaveni KRK, rizikovym faktoriim pro jeho vznik a jeho
moznostem 1écby. Dale se zabyva obecnou charakterizaci biomarkerdt KRK a shrnutim
biomarkert zaloZzenych na mtDNA, které jsou slibné pro zavedeni do klinické praxe.

KRK je heterogennim onemocnénim, které celosvétové patii k nejcastéji se
vyskytujicim a fatdlnim nddorovym onemocnénim na svété. Rizikové faktory zahrnuji
jak genetické faktory, tak pfedevsim cetné vnéjsi, ovlivnitelné faktory, jako je vystaveni
se riznym karcinogentim souvisejicim s koufenim, pozivanim alkoholu nebo Spatnou
stravou. Rizikovym faktorem je téz obezita, diabetes a nizkd fyzickd aktivita. KRK
muizeme délit na 3 skupiny dle typu zmén, kvuli kterym vzniké a vyviji se — sporadické,
familiarni a dédi¢né. Sporadické jsou nejcastéjsi a ty délime jesté na nckolik podtypt,
které jsou charakteristické jinymi mutacemi — CMS1 se vyznacuje MSI, mutacemi BRAF,
CMS 2 se vyznacuje aktivaci drah Wnt a MYC, CMS 3 proménlivym MSI statusem,
mutacemi KRAS a CMS 4 zménami v poctu somatickych kopii a aktivaci TGF-f.
Moznosti 1écby jsou v soucasné dobé zalozené na chirurgickém odstranéni nadoru,
chemoterapii, radioterapii a aplikaci cilenych biologickych latek. Pro zjisténi diagnozy
v brzkém stadiu, pro zvoleni spravné onkologické 1écby a pro urceni prognézy pacientti
je nutné identifikovani vhodnych biomarkerti, aby mohlo dojit ke sniZzeni smrtnosti tohoto
onemocnéni. V soucasné dobé jsou néjaké biomarkery k dispozici, jako napiiklad CEA a
CA 19-9, kter¢ slouzi jako skriningové a prognostické biomarkery, MSI status a mutace
v genech KRAS a BRAF, které slouzi jako prognostické a prediktivni biomarkery.

Mitochondrie jsou organely, které obsahuji vlastni mtDNA a jeji poskozeni ¢asto
souvisi s riznymi chorobami, napfiklad nddorovymi, neurodegenerativnimi, mrtvici a
diabetem. Vzhledem ktomu, Zze se mtDNA vyskytuje v mnoha kopiich v kazdé
mitochondrii a ma omezeny repertoar systémil oprav DNA, je daleko néachyln&jsi
k mutacim a dal§im zménam. Bylo zjiSténo, Ze naptiklad delece v mtDNA u KRK jsou
spojené s progresi nadoru do horsiho fenotypu a horsi prognézou, zaroven také Casto
dochazi k mutacim v D-smycce.

Dle dostupné literatury byly shrnuty jednotlivé zmény v mtDNA v ramci KRK.
Tyto zmény zahrnovaly rizné mutace mtDNA v D-smycce, dale delece 4877bp, nebo
delece spojené s MT-ND1, MT-ATP6, MT-COI a dalsi. Z dostupné literatury vyplyva, Ze
dochazi i1 k riznym dalSim poSkozenim mtDNA, naptiklad NDUFSI1, coz je spojeno se

$patnou progndzou pacientl, nebo poskozenim vlivem mitochondrialni produkce ROS.
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Dale dochazi ke zméndm obsahu mtDNA, kdy snizeny pocet kopii mtDNA souvisi
s metastdzovanim KRK do lymfatickych uzlin a kdy snizeni ¢i zvySeni poctu kopii
mtDNA je spojeno s rizikem rozvoje KRK. Velice vyznamné jsou zmény spojené s volné
cirkulujici mtDNA, jejiz velkou vyhodou je vyuZitelnost pfi tekuté biopsii, coz znamena,
ze je dobfe detekovatelnd i v malém mnozstvi v télnich tekutindich. Ma tedy velky
potencial slouzit jako minimalné invazivni a lehce dostupny biomarker.

mtDNA ve vztahu ke KRK je dnes velmi aktudlni téma, které¢ ma velky potencial
pfinést dal$i vyznamné objevy. Zmény v mtDNA maji velky potencial fungovat jako

novy biomarker pro KRK a ukazuji se jako velmi slibné pro zavedeni do klinické praxe.
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