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Abstrakt

Kolorektalni karcinom (KRK) je zdvainé zhoubné nadorové onemocnéni tlustého
stfeva, kterym celosvétové onemocni témér dva miliony pacient(l za rok. V Ceské republice
(CR) je diagnostikovan ro€né u okolo osmi tisic pacient(l a pres t¥i a pll tisice pacient(l ro¢né
na toto onemocnéni umira. Velka cast je stdle diagnostikovana v pokrocilém stadiu
onemocnéni (stadium IV — 20,1 %; stadium Ill — 24,5 % v roce 2017), coZ znamena horsi
celkovou progndzu. Screeningovy program si klade za cil identifikovat pacienty v casném
stadiu KRK (stadium 0, | a Il), ktefi maji celkové lepsi progndzu nei ti s jiz vyvinutymi symptomy
onemocnéni. Soucasny vyzkum je zaméren na markery, které by slouzily jak k ¢asné diagndze

tohoto onemocnéni, tak k predikci Ucinnosti 1éCby Ci casné recidivy nadoru.

Prvnim cilem nasi prace bylo zhodnotit klinicko-patologickou charakteristiku pacient
s KRK diagnostikovanych screeningem v porovnani se symptomatickymi pacienty a ovérit
efektivitu screeningového programu v CR. Provedli jsme multicentrickou prospektivni
observacni studii ve 12 centrech, ktera méla za cil Iépe charakterizovat jednotlivé parametry
pacientd s KRK (lokalizace a stupen diferenciace tumoru, vyskyt metastaz apod). Screening byl
definovan jako primarni screeningova koloskopie, nebo koloskopie po pozitivnim testu
na okultni krvaceni u béiné populace. Zaradili jsme celkem 265 pacient (screening 73
pacientd, kontrola 192 pacient(). Vysledky studie potvrdily pfinos screeningu jako takového,
kdy ve screeningové skupiné v porovndani s kontrolni skupinou prevladala ¢asna stadia
(stadium 0, 1 a Il; 63 % vs. 43,3 %, p <0,001) oproti pokrocilym stadiim onemocnéni (stadium
Il a IV; 26,1 % vs. 44,3 %, p <0,001). Rovnéz vyskyt lokalnich (N1 a N2; 28,8 % vs. 45,3 %,
p <0,001) tak i vzdalenych metastaz (M1; 0 % vs. 18,2 %, p <0,001) v dobé diagndzy byl vyrazné
pfiznivéjsi pro screeningovou skupinu oproti kontrole. V obou skupinach pacienti vykazovali
dominantné postiZzeni levého tracniku oproti ostatnim c¢astem tlustého stfeva (screening

91,9 %; kontrola 74,9 %).

Druhym cilem nasi prace bylo vyhodnotit expresni profil doposud znamych microRNA
(miRNA) u KRK, v porovnani se zdravou tkani, se zamérenim na rektdlni formu tumoru
a naslednou identifikaci moZnych markeri ¢asného zachytu KRK a odpovédi na lécbu.

Otestovali jsme 2 555 miRNA na 20 parech rektalni formy KRK a zdravé tkané pomoci 3D-Gene



Toray microarray. Nasledné jsme kandidatni miRNA validovali na nezavislé kohorté 100 par(
KRK rekta, zdravé tkané a plazmy pacientli s KRK; miRNA s nejvyssi expresi jsme dale testovali
na bunéénych kulturdch. Podafilo se ndm identifikovat specifické miRNA které korelovaly
s odpovédi pacientd na adjuvantni chemoterapii (cluster miR-17/92). ZvySena exprese miRNA
17, 18a, 18b, 19a, 19b, 20a, 20b a 106a byla spojena s vyssim rizikem relapsu onemocnéni
a stimulaci rlstu bunék v bunécénych kulturach. Exprese miRNA v plazmatickych exosomech
se liSila mezi nddorovou tkani a zdravou kontrolou a byla spojena s odpovédi na lécbu.
Cluster miR-17/92 by se mohl stat neinvazivnim biomarkerem predikujicim progndzu pacientt

po lécbé s rektalni formou KRK.

Tretim cilem nasi prace bylo zhodnotit jednonukleotidové polymorfismy (SNPs) u ABC
transportéru fungujici jako lokus kvantitativniho znaku (QTL) v souvislosti s rizikem vzniku KRK
a odpovédi na lécbu. V projektu jsme identifikovali 14 SNPs v 11 genech pro ABC transportér,
tyto SNP byly vySetfeny u celkem 1098 pacientl s KRK a 1442 kontrol. V projektu jsme
neprokazali signifikantni spojitost mezi SNP a rizikem vzniku KRK. SNP rs3819720
v genu ABCB3/TAP2 byl spojen skratsim celkovym prezivanim v dominantnim
a kodominantnim modelu. Prokdzali jsme, Ze rs3819720 reguluje expresi dalSich 36 gend.
Screening QTL polymorfism( v genech, jako napfiklad pro ABC transportéry, mlze vést

k identifikaci genu spojenych s odpovédi pacientl na lécbu.



Abstract

Colorectal cancer is a serious malignant disease with an incidence of over 1.8 million
new cases per year worldwide. There are about 8 000 patients diagnosed with CRC in the
Czech Republic each year, and about half of them present with an advanced disease. Screening
program identifies patients in the early stages of CRC resulting in overall better prognosis and
survival. There is also a lack of biomarkers of early CRC detection and of response

to treatment.

The first aim of our project was to conduct a national multicentre prospective
observational study to evaluate the impact of CRC screening within the framework of a Czech
population screening programme. Between March 2013 and September 2015, a total of
265 patients were enrolled in 12 centres across the Czech Republic. Patients were divided into
screening and control groups and compared for pathology status and clinical characteristics.
Screening was defined as a primary screening colonoscopy or a colonoscopy after a positive
FOBT in an average-risk population. The distribution of CRC stages was significantly favourable
in the screening group compared with the control group (stages 0, | and Il, 63% versus 43.3%;
p <0.001). The presence of distant (M1) and local metastases (N1 and N2) was significantly
less prevalent in the screening group (0%, 28.8%) than in the control group (18.2%, 45.3%) (p
<0.001). In both groups, patients had tumour localized in left colon (screening — 91.9%;
control — 74.9%). CRC diagnosed by screening disclosed less advanced clinical-pathological
characteristics and results in patients with higher probability of radical surgery (R0O) than
diagnoses established based on symptoms, with subsequent management differing
accordingly between groups. These results advocate the implementation of a suitable

worldwide screening programme.

The second aim of our project was to evaluate microRNA (miRNA) as a promising
source of cancer-related biomarkers since miRNA signatures are specific for each cancer type
and subgroups of patients with diverse treatment sensitivity. Yet this miRNA potential has not
been satisfactorily explored in rectal cancer (RC). The aim of the study was to identify
the specific miRNA signature with clinical and therapeutical relevance for RC. Expression of

2 555 miRNAs were examined in 20 pairs of rectal tumours and matched non-malignant



tissues by 3D-Gene Toray microarray. Candidate miRNAs were validated in an independent
cohort of 100 paired rectal tissues and in whole plasma and exosomes of 100 RC patients.
To study the association of miRNA profile with therapeutic outcomes, plasma samples were
taken repeatedly over time period of one year reflecting thus patients' treatment responses.
Finally, the most prominent miRNAs were investigated in vitro for their involvement in cell
growth. We identified RC specific miRNA signature that distinguishes responders from non-
responders to adjuvant chemotherapy. A predominant part of identified miRNAs was
represented by members of miR-17/92 cluster. Upregulation of miRNAs 17, 18a, 18b, 19a,
19b, 20a, 20b and 106a in the tumour was associated with higher risk of tumour relapse and
their overexpression in RC cell lines stimulated cellular proliferation. Examination of these
miRNAs in plasma exosomes showed that their levels differed between RC patients and
healthy controls and correlated with patients' treatment response. MiR-17/92 cluster miRNAs

represent a non-invasive biomarker to predict post-treatment prognosis in RC patients.

The third aim of our project was to evaluate expression of quantitative trait loci (eQTL)
variants in ABC transporter and their possible role in CRC development or treatment response.
We have identified 14 single nucleotide polymorphisms (SNPs) in 11 ABC transporter genes
acting as eQTL. We enrolled 1098 CRC patients and 1442 healthy controls. We did not find any
significant association between SNPs and risk of CRC. The SNP rs3819720 was significantly
associated with shorter overall survival. The allele rs3819720 affected the expression
of 36 downstream genes. Screening for eQTL polymorphisms in genes, for example gen for
ABC transporter, could help to elucidate the genetic background of individual response

to treatment.
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1. Uvod do problematiky

1.1. Epidemiologie kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom (KRK) je zavainé nadorové onemocnéni tlustého streva. Jedna
se o tfeti nej¢astéjsi nddorové onemocnéni u muzl a druhé nejéastéjsi u zen celosvétoveé (Bray
et al. 2018). V roce 2018 bylo ve svété diagnostikovano vice nez 1,8 milionu novych pripadd
KRK. Celkové KRK zaujima ¢tvrté misto s incidenci 19,7 na 100 000 obyvatel (age-standardized
rates/ASR). V poradi pred KRK jsou nadory prsu (incidence 46,3/100 000 obyvatel za rok),
prostaty (incidence 29,3/100 000 obyvatel za rok) a plic (incidence 22,5/100 000 obyvatel za
rok). Z hlediska mortality je KRK na tfetim misté (8,9/100 000 obyvatel za rok), na prvnim misté
je karcinom plic (18,6/100 000 obyvatel za rok) (Bray et al. 2018).

Ceska republika (CR) zaujimala vroce 2012 paté misto ve vyskytu KRK v Evropé,
v soucasné dobé zaujima misto patnacté s incidenci 32,7/100 000 obyvatel (ASR, 2018) (Bray
et al. 2018). Na prednich prickach vyskytu KRK se jiZz mnoho let drzi Madarsko a Slovensko
(Bray et al. 2018; Ferlay et al. 2013).

Kazdym rokem je v CR KRK diagnostikovan témér 8 000 pacientiim a okolo 3 600
nemocnych na nasledky onemocnéni umird. V posledni dobé Ize v CR sledovat postupné

klesajici trend mortality (Dusek L et al. 2015). Je otazné, nakolik se na tomto vysledku podilel

screeningovy program (Aleksandrova et al. 2014).

Incidence, obé pohlavi

Mortalita, obé pohlavi 5leta prevalence, obé pohlavi

Ocednie Oceénie Oceanie

(1.2%) (0.92%) (1.4%)
Afrika Afrika Afrika
(3.3%) (2.4%)
LAK* LAK*
(6.9%)
Sev. Amerika
(9.7%)
Evropa
(27%)

LAK*

(4.5%)
(7.3%) (6.6%)

Asie

Asie (49.2%)

(51.8%)

Asie
52.4%);
Sev. Amerika ¢ )
(7.3%)

Evropa
(27.5%)

Sev. Amerika
(11.2%)

Evropa
(29.3%)

€

Populace Pocéet Populace Pocet Populace Pocet

|| Asie 957 896 || Asie 461422 || Asie 2356976
|| Evropa 499 667 | Evropa 242 483 || Evropa 1403877
| | Severni Amerika 179771 | | Severni Amerika 64121 [ | Severni Amerika 534 049
|| *Latinska Amerika a Karibik 128 006 | *Latinska Amerika a Karibik 64 666 || *Latinska Amerika a Karibik 315005
|| Afrika 61846 [ | Afrika 40 034 || Afrika 113625

Ocednie 22332 Oceanie 8 066 Oceénie 66 103

Celkové 1849518 Celkové 880792 Celkové 4789 635

Obr. 1. Incidence, mortalita a prevalence KRK ve svété, prevzato z Globocan 2018 (Bray et al. 2018)
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1.2. Rizikové faktory a prevence KRK

Na patogenezi KRK se vyznamnou mérou podili vlivy Zivotniho prostredi, mezi které
patfi koureni cigaret, vysokda konzumace cerveného masa, Zivocisnych tukd, snizena
konzumace vlakniny, alkohol, nedostatek pohybu ¢i stres. DalSim dllezitym rizikovym
faktorem je pozitivni rodinnd anamnéza reflektujici individualni genetickou vybavu (Kral et al.

2016; Murphy et al. 2019).

V roce 2009 byla provedena meta-analyza studii zabyvajici se vlivem koureni na vznik
KRK v letech 1950-2008, zahrnujici 28 prospektivnich kohortovych studii s celkem 1 463 796
jedinci s medianem sledovani 13 let. Kufaci ve srovnani s nekuraky vykazovali vyssi riziko
(relativni riziko 1,20), navic riziko u muzd bylo vyssi nez u Zen (relativni riziko 1,38 vs. 1,06).
Prokazalo se také, zZe zvysené riziko vyskytu vzniku nddoru tlustého stfeva zavisi na mnozstvi

za den vykourenych cigaret a na poctu let aktivniho koureni (Tsoi et al. 2009; Yang et al. 2016).

Meta-analyza prospektivnich studii z roku 2011 zkoumala riziko zvySené konzumace
Cerveného masa a jeho vliv na vznik KRK béhem let 1966-2011. Zjistilo se, Ze konzumace
140 gramu cerveného masa denné je spojena s vy$sim rizikem vzniku KRK (relativni riziko,

1,22) (Chan et al. 2011).

Nizsi prijem vlakniny v dieté soucasné se zvysSujicim se vékem je spojen s vyssSim
rizikem vzniku KRK, jak bylo prokazano z meta-analyzy 13 prospektivnich kohortovych studii.

Nicméné vyssi pfijem vilakniny neni spojen s nizsim rizikem vzniku KRK (Park et al. 2005).

Z randomizovanych studii vyplyva, Ze riziko vzniku KRK sniZuje uZivani kyseliny
acetylsalicylové (ASA) déle nez 10 let pfi minimalni davce 300 mg ASA denné. UzZivani ASA déle
jak 20 let nevedlo k dalSimu sniZeni rizika. Nizsi davky ASA tento efekt nepotvrdily, data jsou
vSak inkonzistentni (Flossmann and Rothwell 2007). Podobné vysledky zaznamenaly i studie

s jinymi nesteroidnimi antirevmatiky.

Chronicka konzumace alkoholu je jednim z rizikovych faktor( vzniku nador( travici
trubice (orofarynx, jicen) véetné nador0 tlustého stfeva a zvysené riziko je patrné i pfi jeho
mirné konzumaci (maximalné dvakrat tydné 20-30 g alkoholu u muze a 10-20 g alkoholu

u Zeny) (Poschl and Seitz 2004). V roce 2011 byla provedena meta-analyza 34 studii, ktera
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pfinesla jasné dlkazy o souvislosti mezi konzumaci jednoho alkoholického napoje denné

a vyssim rizikem vzniku KRK (Fedirko et al. 2011; Hughes et al. 2017).

Problematikou rizika vzniku KRK u pfibuznych pacientl s anamnézou KRK se zabyva
fada studii. V meta-analyze Butterwortha a spol. zroku 2006 bylo vyhodnoceno celkem
59 studii, z nichz 47 ptfimo odhadovalo riziko vzniku KRK u pacientl s alespon jednim
postizenym rodinnym pfislusnikem, které bylo 2,24x vyssi oproti bézné populaci a v pripadé
vice jak dvou postizenych rodinnych pfislusnikd vzrostlo 3,97x (Butterworth et al. 2006).
Srovnatelné riziko bylo popsano v meta-analyze autorl Baglietta a spol. zroku 2006,
porovnavajici vysledky 20 studii. Pfi alespon jednom postizeném rodinném pfislusnikovi Cinilo
riziko v porovnani s béznou populaci 2,26 (Baglietto et al. 2006). Nejnovéji publikovana
meta-analyza Roose a spol. obsahujici 20 kohortovych a 42 kontrolovanych studii, prokazala,
Ze riziko KRK je pfi postiZzeni pfibuzného 1. fadu 1,92, v pripadé postiZzeni 2 a vice pfibuznych
je 2,81 (Roos et al. 2019). Prestoze doposud neexistuji jednoznacné udaje o ucinnosti
screeningového programu u pribuznych pacientd s KRK ve smyslu vlivu na incidenci
a mortalitu, predpoklada se zahajeni ¢asného screeningu u této skupiny (Krdl et al. 2017).
V posledni dobé celime novému problému, a to zvySujici se incidenci KRK u mladé populace.
Data z recentné publikované studie od Vuika a spol. u vice jak 143 milion( Evropant ve véku
od 20 do 49 let analyzovala trend v incidenci a mortalité KRK v evropské populaci. Vysledky
studie ukazaly, Ze incidence KRK v obdobi 2004-2016, vzrostla ve skupiné 20-29 let 0 7,9 %
rocné, ve skupiné 30-39 let 0 4,9 % rocné a ve skupiné 40-49 let o 1,6 % rocné, pricemz

mortalita KRK od roku 1990 postupné klesa (Vuik et al. 2019).

1.3. Screening KRK

Screeningova vySetreni maji za cil diagnostikovat pacienty s prekanceréznimi lézemi
nebo KRK v ¢asnych stadiich (stadium O, | a Il), kterd maji lepsi celkovou progndzu, oproti
pokrocilym stadiim (lll a IV) (Pande et al. 2013). Jedna se o efektivni metodu, vedouci ke

snizeni morbidity i mortality (Brenner et al. 2016; Kubisch et al. 2016; Pox et al. 2012).

RozliSujeme nékolik typli screeningovych metod, a to testovani stolice, vysetieni krve,

endoskopické a radiodiagnostické vysetreni.
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1.3.1. Testovani stolice

Polypy i KRK se mohou manifestovat mikroskopickym krvacenim, které neni okem
patrné (tzv. okultni krvaceni), nicméné které je mozné detekovat laboratorné. Mira ztrat krve
do stolice se odviji od mnoha faktord, jako je tloustka povrchové vrstvy epitelu polypu, barva
polypu (cherry-red), histopatologicka charakteristika polypu a velikost polypu (Foutch et al.
1988; Uno and Munakata 1995). Pro testovani stolice na pritomnost krve vyuzZivame tzv. testd
na okultni krvaceni (TOKS). V minulosti byl pfevdiné vyuzivan guajakovy test (gTOKS), ktery je
zaloZzen na peroxidazové reakci s hemoglobinem. Tento test je zatizen rizikem faleSné
negativnich i pozitivnich vysledk(. Presto dokazal prispét pfi svém jednoletém pouZivani
k redukci mortality na KRK o 33 % (Mandel et al. 1993). Imunochemické testy na okultni
krvaceni (iTOKS) funguji na principu vazby protilatky na globinovou slozku hemoglobinu. Déli
se na iTOKS kvantitativni a kvalitativni. Cut-off hodnoty kvantitativnich test( byvaji nastaveny
na hodnotu mezi 75-100 ng/ml (Nakama et al. 2001). Vyhodou iTOKS oproti gTOKS je vyssi
senzitivita pfi obdobné specificité (J. K. Lee et al. 2014). V recentni meta-analyze celkem
31 studii od byla porovnana senzitivita a specificita iTOKS pro detekci KRK a pokrocilych
adenomd (velikost >10 mm, vilézni struktura, high-grade dysplazie). Senzitivita iTOKS k detekci
KRK byla 91 % (95 % Cl, 0,84 az 0,95), specificita 95 % (Cl, 0,94 az 0,96). V pripadé pokrocilého
adenomu senzitivita byla 40 % a specificita 95 % (Imperiale et al. 2019). Novinkou v poslednich
letech jsou DNA testy, které detekuji abnormalni zmény v bunécné DNA ve vzorku stolice
(metylovany vimentin, integrita lokusu 5p21 a LOC91199). Z pocatku tyto testy vykazovaly
nizkou senzitivitu, nicméné od zavedeni stabilizacnich pufri doslo k jejimu zvySeni (ltzkowitz
et al. 2008). V soucasné dobé jsou pouzivany testy hodnotici genetické markery ve stolici
v kombinaci s imunochemickym mérenim hemoglobinu ve stolici. Dle studie od Malika a spol.
byla senzitivita DNA testu 92,3 % v porovnani siTOKS (73,8 %) a specificita 86,6 %
(iTOKS 94,9 %) (Malik 2016).

1.3.2. Vysetieni krve

Do portfolia screeningovych testli v poslednich letech pribylo molekuldrni vysetieni
metylovaného genu Septin 9 (mSEPT9) se uvoliiuje z nddorovych bunék KRK do krevniho
obéhu. A mSEPT9 pak lze detekovat z krve pomoci metody PCR. Septin 9 je zodpovédny za
fizeni cytokineze a remodelaci cytoskeletu. Dle recentni meta-analyzy 25 studii od Jiayun

Niana a spol. se ukazalo, Ze senzitivita testu (Epi proColon® 2.0, 2/3 algoritmus) je 71 %
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a specificita 92 %. Dle analyzy senzitivita testu roste s pokrocilosti KRK a horsi diferenciaci
nadoru. Meta-analyza ukazala, Ze mSEPT9 je spolehlivy krevni biomarker k detekci KRK, a to
predevsim pokrocilych forem (Nian et al. 2017). Meta-analyza od Lele Songa a spol. porovnala
efektivitu mSEPT9 s ostatnimi testy (iTOKS, DNA ze stolice) uzivanymi ke screeningu KRK.
Vysledkem studie bylo, Ze mSEPT9 ma vétsi senzitivitu nez iTOKS u symptomatického pacienta,
nikoliv vSak nez iTOKS a DNA testy ze stolice u asymptomatického pacienta. Stejné jako
predchozi meta-analyza, i tato analyza ukazala vys$si senzitivitu mSEPT9 u pokrocilejSich stadii

KRK (Song et al. 2017).

1.3.3. Endoskopie

Mezi endoskopické vysetifovaci metody patii koloskopické vysetieni, sigmoideoskopie
¢i kapslovad endoskopie. Koloskopie je zlatym standardem v diagnostice KRK pro schopnost
vizualizace celého tlustého streva, presnou lokalizaci, moZnost provedeni biopsie ¢i kompletni
odstranéni potencionadlni prekancerdzni léze béhem jednoho sezeni. Zasadni roli v pohledu na
prevenci KRK sehrdla National Polyp Study, jejiz vysledky byly analyzovany Winawerem a spol.
Ve studii bylo zarazeno 1418 pacient(, ktefi podstoupili koloskopické vysetreni, jimzZz byl
odstranén jeden ¢i vice adenoml stfeva. Kontrolni kolonoskopie po odstranéni
prekancerdznich neoplazii nasledovala v pridmérném intervalu 5,9 let. Vysledky studie
prokazaly, Zze ¢asna polypektomie vede ke snizeni incidence KRK o 76-90 % (Winawer et al.
1993). Nevyhodou koloskopie je diskomfort, zpravidla nutnost podani analgosedace a riziko
komplikaci jako jsou perforace ¢i krvaceni. Sigmoideoskopie umozfuje vySetfeni pouze
levostranného tra¢niku. Vyhodou oproti koloskopii je sniZzeni pocitu diskomfortu, mensi riziko
komplikaci a mensi ¢asova narocnost vysetfeni bez nutnosti analgosedace. Randomizované
studie potvrdily, Ze diky sigmoideoskopii doslo k poklesu incidence KRK o 31-33 % a mortality
0 38-43 % (Atkin et al. 2010; Segnan et al. 2011). Néktefi pacienti, i pres kratkou dobu
vySetieni, sigmoideoskopii hlre toleruji a bez aplikace analgosedace je ochota
k opakovanému vysetreni nizkd (Rex et al. 2017). Kapslova endoskopie vyuZiva technologii
kapsle s dvéma optickymi kamerami na obou koncich se zornym polem témér 360°, ktera
snima strevo s variabilni frekvenci poctu fotek za minutu (adaptive frame rate). Senzitiva
a specificita v detekci KRK dle irské studie dosahovala 89 % a 96 %, ¢imzZ doslo k poklesu

nutnosti koloskopie o 71 % (Holleran et al. 2014).

16



1.3.4. Radiodiagnostika

Alternativni metodou screeningu KRK muze byt CT kolografie, ktera vyuZiva pocitacové
tomografie a specialniho pocitacového softwaru. Dle francouzské studie, kde CT kolografii
a nasledné koloskopii podstoupilo 845 pacientl, byla senzitivita 69 % a specificita 91 % pfi
detekci polypl vétSich 6 mm (Heresbach et al. 2011). MR kolografie je dalsi metodou, kterou
Ize pouzit ke screeningu KRK. Dle evidence-based analyzy je senzitivita detekce KRK u MR
srovnatelna s CT, v detekci velkych (>10 mm) a stfedné velkych polypl (5-10 mm). Vyhodou
MR kolografie je absence ionizujiciho zareni (Medical Advisory 2009). Spole¢nou nevyhodou

vSech dosavadnich zobrazovacich metod je nutnost pfipravy vyprazdnénim streva projimadly.

1.3.5. Screening ve svété

Screening KRK ve svété prodélal celou fadu zmén, od oportunistického screeningu az
po populacni screeningovy model. Velkou zasluhou na rozsifeni screeningového programu
celosvétové méla Svétovd Endoskopickd Organizace (World Endoscopy Organization — WEO,
diive Organisation Mondiale d'Endoscopie Digestive — OMED). Pfed 50 lety WHO vydala
kritéria popisujici principy a vyznam screeningu jako takového (J. M. G. Wilson et al. 1968).
Zhruba o 20 let pozdéji byly publikovany prvni studie s testem na okultni krvaceni (gTOKS),
které prokazaly efektivitu ve screeningu a naznacily snizeni mortality KRK. Nasledovaly studie
s iTOKS swvyssi ucinnosti, redukci incidence a mortality KRK také vykazalo screeningové
koloskopické a sigmoideoskopické vysetreni. V roce 1997 skupina vedend Massimem Crespim
a Glaciomarem Machadem navrhla vytvoreni mezinarodni komise pro screening KRK, coz bylo
podporeno organizaci OMED. Prvni meeting skupiny pro screening KRK vedené Paulem
Rozenem se seSel ve Vidni v roce 1998 (Rozen 1999). Z plivodnich 12 ¢lenl z 8 zemi svéta

(1998) se skupina rozrostla na 1180 ¢len(i ze 78 statl svéta (2018) (Obr. 2.); (Young et al. 2019).
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Obr. 2. Nardst poctu ¢lend Komise pro screening KRK v pribéhu let, prevzato z WEO

(Young et al. 2019)

V poslednich 20 letech doslo k vyraznému rozsifeni screeningovych program
celosvétové. K docileni proveditelnosti screeningového programu v lokalnich podminkach

jednotlivych zemi byly standardizovdny dvé kategorie screeningovych program:
1) strukturovany oportunisticky screeningovy program;
2) populacni screeningovy program.

Oportunisticky screeningovy program spociva v individualnim ¢i skupinovém zvani ke
screeningovému vysSetfeni na bazi doporucenych postupli, nicméné bez jednotné
celopopulacni metodiky, jednotného zpracovani dat a institucionalni narodni garance. Prvné
byl zaveden vroce 1999 ve Spojenych statech a v Némecku (zvani jedinch k uUcasti na
programu cestou odbornikd - prakticky Iékaf, gastroenterolog atd.) a nasledné v dalsich
zemich celého svéta. V novém miléniu velkd ¢ast zemi pak presla na efektivnéjsi populacni

screeningovy program.

Populacni screeningovy program je charakterizovan v ramci izemnich celkd jednotnou
metodikou, kterd spociva v aktivnim zvani celé cilové skupiny k vysetfeni, monitoringu,
hodnoceni kvality a transparentnim vykazovanim a zpracovavdnim vysledkd. Vyznamna je

politicka institucionalni garance. Program byl poprvé zaveden v Itdlii (pilotni studie) a v kratké
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dobé jej pfijaly i ostatni evropské zemé. K roku 2018 je tento typ programu evidovan ve vice
jak 30 zemich svéta a dalSich 19 zemi je v pilotni fazi programu (Young et al. 2019). Vétsina
téchto zemi provadi screening ve dvou krocich, kde prvnim krokem je iTOKS, pfi¢emz v pfipadé
pozitivity nasleduje koloskopické vysetreni. Pouze Itdlie a Velkd Britanie uziva jako prvniho
vySetteni sigmoideoskopii, nékteré zemé pak misto prvniho vysetfeni TOKS voli koloskopii.
Mezi nejuspésnéjsi populacni screeningové programy v Evropé z hlediska Ucasti Ize radit
Finsko, Svédsko, Holandsko a Velkou Britanii (iTOKS a gTOKS) (Senore et al. 2019). Mezi
Uspésné screeningové programy patfi i Polsky ndrodni screeningovy program

(Wieszczy et al. 2020).

The National Colorectal Cancer Roundtable (https://nccrt.org/; NCCRT) je narodni

sdruzeni vefejnych, soukromych a dobrovolnych organizaci, které maji za cil sniZit incidenci
a mortalitu KRK. NCCRT stanovil jako cil k dosazeni poZzadované redukce incidence a mortality
KRK 80% ucast populace na screeningovém programu do konce roku 2018 (Issa and
Noureddine 2017). Screening KRK zacina podle vétsiny doporucenych postupl u osob bez
signifikantné zvySeného rizika (hereditarni syndromy, rodinnd anamnéza) od 50 let véku. Pres
znacny rozmach je ucast v jednotlivych zemich stale znacné variabilni a kolisa mezi 9-65 %
(Schreuders et al. 2015). DaGvodem rozdild je vék, pohlavi, etnikum a s tim spojené vzdélani
Ci socioekonomickd situace. Data zroku 2016 ukazuji nejvy$si uUcast pacientl na
v Chorvatsku (19,9 %) (Navarro et al. 2017). V Fadé zemi véetné CR se zvaZuje zahdjeni
screeningu od 45 let véku (Americkd spolecnost pro onkologii, The American Cancer Society)
(Wolf et al. 2018). Recentné publikovana modelova analyza od Ladabauma a spol. vyuzivajici
Markoviv model vykazala v pripadé zahajeni screeningu ve 45 letech prinos i po strance

ekonomické (Ladabaum et al. 2019).

1.3.6. Screening KRK v CR

Screening vyuzivajici test na okultni krvaceni (Haemoccult Il — guajakovy test) byl
poprvé predstaven v CR v roce 1979 v podobé $esti pilotnich studii probihajicich do roku 1984.
PFedevsim diky prof. Fri¢ovi déle nasledovaly dvé prospektivni studie, Cesky screeningovy
program (1985-1991) a Prazisky projekt (1997-1998), které potvrdily vysoky zajem
a spolupraci cilové populace (vice jak 80 % respondentll absolvovalo Uvodni gTOKS);

(Fri¢ et al. 1994). Narodni oportunisticky screeningovy program zalozeny na vysetfeni stolice
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pomoci gTOKS byl vCR zahajen vlednu 2000. V pfipadé pozitivity testu navazovalo
koloskopické vySetreni. Do programu byla zapojena cast praktickych lékafl a gynekologa.
Prvni data jednoznacné ukdzala narlst provedenych vysSetfeni, kdy vroce 2000 bylo
provedeno 13 716 gTOKS a 59 205 koloskopii a jiz o rok pozdéji 139 575 gTOKS a pres 68 000
koloskopii (M. Zavoral 2005).

Od roku 2006 byl zaloZzen Registr screeningové koloskopie pod sprdvou Institutu
biostatistiky a analyz Masarykovy univerzity v Brné, ktery slouzi k monitoraci kvality. Od ledna
2014 byl zménén oportunisticky screeningovy program na populacni a bylo zahajeno adresné
zvani cilovych skupin ze strany pojistoven (Grega et al. 2016; Suchéanek et al. 2013; Zavoral et
al. 2009). Program prosel béhem let celou fadou zmén a tyka se kromé KRK také nadort prsu

a délozniho hrdla. Screeningovy program je koordinovan Ministerstvem zdravotnictvi CR.

V roce 2011 byla ucast Ceské cilové populace na screeningovém programu KRK 25 %.
Vroce 2014, kdy bylo zahajeno adresné zvani, dosahlo pokryti screeningem KRK celkem
30,8 % cilové populace v porovnani s 26,5 % v roce 2013 (Dusek L et al. 2015). V roce 2018
bylo provedeno celkem 21 468 koloskopickych vySetfeni po pozitivnim TOKS s ndlezem 9 689
adenomu (45,1 %), 4 415 pokrocilych adenom( (20,6 %) a 720 karcinom (3,4 %). Ve stejném
roce bylo provedeno celkem 11 047 primarnich screeningovych koloskopii s ndlezem 3 400
adenomu (30,8 %), 998 pokrocilych adenomu (9,0 %) a 87 karcinomu (0,8 %). Priimérna cekaci
doba na koloskopické vySetfeni se v poslednich letech stabilizovala a €ini okolo 1,6 mésice

(Ngo et al. 2019).

Program screeningu KRK je urceny pro obcany od 50 let véku. Zdravotni pojistovny
kromé primarniho zvani znovu oslovuji ty, ktefi na vyzvu k vySetieni nezareaguji. Provadi se
TOKS v rocnich intervalech a v pripadé pozitivity screeningova koloskopie (Obr. 3.). Od 55 let
véku je TOKS provadén jednou za dva roky nebo je nahrazen primarnim koloskopickym
vySetfenim. U pfibuznych pacientd s KRK (rodic¢e, sourozenci, déti) je doporuceno zahdjit
screeningové vysetieni (TOKS) od 40 let véku a to jednoro¢né, nebo 10 let pred diagndzou

u jejich pribuzného.
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Obr. 3. Algoritmus screeningu v CR, prevzato a upraveno z www.kolorektum.cz (vytvofil Institut biostatistiky a analyz, Lékaiska fakulta, Masarykova
univerzita, 23. 2. 2015)




1.4. Klinické projevy KRK

KRK se mGzZe projevovat variabilni symptomatologii a mize zlstat asymptomaticky az
do pokrocilych stadii. NejcastéjsSim symptomem je krvaceni z rekta. K viditelnému krvaceni
dochazi vice u distalni KRK, zatimco okultni krvaceni, vedouci c¢asto k anemii, u formy
proximalni. Diky uzSimu priméru distalni ¢asti tlustého stfeva se zde vice setkdvame
s obstrukci lumen oproti proximalnimu KRK. Pacienti s touto formou prichazeji s bolestmi
bficha, distenzi stfeva, stfidanim zacpy a prljm, az i s ileem. DalSimi pf¥iznaky jsou ztrata chuti
k jidlu a kachektizace (Khalid et al. 2007). Rektalni forma KRK muze proristat do mocového
meéchyre a vést k pneumaturii, obstrukci mo¢ového méchyre a perinealnim bolestem. Pacienti
s KRK trac¢niku nejCastéji zakladaji metastazy v jatrech, kdy pri téZkém postizeni byva prvnim
symptomem ikterus. Nejcastéjsi lokalizaci metastaz u rektalni formy KRK jsou plice, nékdy
s rozvojem hemoptyzy. Metastazy v centralnim nervovém systému mohou vést k fokalnim
neurologickym projevim, kostni metastazy kbolestem a symptomim spojenym
s hyperkalcémii. VeSkeré zminéné priznaky KRK maji bohuzel nizkou senzitivitu a specificitu ke
stanoveni diagndzy. Publikovana meta-analyza 15 studii na témér 20 000 pacientech s KRK od
Forda a spol. ukdzala nizkou senzitivitu a specificitu pro tzv. ,alarm signs” (krvaceni z rekta,
vahovy Ubytek, anemie, zména defekacniho stereotypu; 5-64 %) (Ford et al. 2008; Podolsky

et al. 2015). Stadium KRK v dobé diagndzy definuje progndézu pacienta (Tabulka 1).
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Tabulka 1. Stadia KRK a TNM klasifikace, pfevzato z AJCC (Edge 2015)

Stadia a TNM klasifikace

Stadium Charakteristika
0 Karcinom in situ: intraepitelidlni nebo invaze do lamina
propria (Tis NO MO)
| Nador invaduje do submukézy (T1 NO MO)
Nador invaduje do muskularis propria (T2 NO MO0)
1l
1A (T3 NO MO0) Nador invaduje skrze muskularis propria do perikolické

1B (T4a NO MO)
IIC (T4b NO MO)

tkané (T3 NO MO)

Nador prorusta skrze viscerdlni peritoneum (T4a NO MO0)
Nador invaduje nebo naléha na okolni orgdny (T4b NO
MO)

]|
A (T1-T2 N1/N1c/N2a MO0)
1B (T3-T4a N1/N1c Mo) /
(T2-T3 N2a M0) /
(T4b N1-N2 MO0)
IiC (T4a N2a Mo)/
(T3-T4a N2a M0)/
(T4ab N1-N2 MO)

Jakékoliv proristani skrze sténu stfeva s mnohocetnymi
metastazemi

N1: metastazy v 1-3 uzlinach

Nla: metastazy v 1 regiondlni uzliné

N1b: metastazy ve 2-3 regiondlnich uzlinach

Nlc: lokalizace nadoru vsubseréze, mezenteriu,
perirektalni tkani, bez regiondlniho postizeni uzlin

N2: metastazy ve vice jak 4 uzlinach

N2a: metastazy ve 4-6 uzlinach

N2b: metastazy ve vice jak 7 uzlinach

Jakékoliv T N1 MO

Jakékoliv T N2 MO

v
IVA (T1-4 N1-2 M1a)
IVB (T1-4 N1-2 M1b)

Jakakoliv invaze tumoru skrze sténu stfeva s pfitomnosti
nebo absenci regiondlnich metastdz, ale pritomnosti
vzdalenych metastaz

Jakékoliv T jakékoliv N M1a: metastazy v jednom organu

Jakékoliv T jakékoliv N M1b: metastdzy ve vice jak jednom
organu Ci peritoneu

1.5. Levostranny KRK versus pravostranny KRK

KRK vznika z epitelu jak pravé, tak i levé ¢asti tlustého stfeva. Data ze studii ukazuji
odlisné chovani KRK v jednotlivych ¢astech tlustého streva, odliSnou progresi KRK a celkové
prezivani pacientll. PfiCina téchto rozdili je multifaktoridlni (rozdilny embryondlni pavod,

mikrobiom, expozice riznym nutrientim a Zlu¢ovym kyselinam) (Baran et al. 2018).
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1.5.1. Epidemiologie

U vice jak 90 % pacientl je KRK je diagnostikovan po 50. roce véku. V poslednich letech
se ukazuje, 7e incidence KRK nardstd i u mlad$i populace (Haggar and Boushey 2009). Rada
studii véetné recentni meta-analyzy od Petrelliho a spol. prokazala, Ze progndza pravostranné
formy KRK je horsi neZ progndza levostranného KRK (Petrelli et al. 2017). Podle studie na vice
jak 77 000 pacientd s KRK od Meguida a spol. byl median preziti s pravostrannou formou KRK
78 mésicu, zatimco u levostranné formy KRK 89 mésict (Meguid et al. 2008). Vysledky studie
u 17 000 pacientl s KRK od Benedixe a spol. ukdzaly 5leté preziti 73 % u pravostranné formy

a 74 % u levostranné formy KRK (Benedix et al. 2010).

1.5.2. Histologie

U pravostranné formy KRK nalézame zpravidla sesilni seratni adenomy a mucinézni
adenokarcinomy, zatimco u levostranné formy KRK prevazuji tubuldarni a vildzni
adenokarcinomy. Pravostranné léze byvaji spiSe ploché oproti polypoidnim lézim levého
tracniku. Pravostranné KRK byvaji vétsi a hure diferencované (Gualco et al. 2006; Nawa et al.
2008). U metastatické formy pravostranného KRK nachazime spiSe peritonealni
karcinomatdzu, zatimco u metastatické formy levostranného KRK vidame castéji pfitomnost

jaternich a plicnich metastaz (Verwaal et al. 2008).

1.5.3. Genetika

Genetické mutace vedouci ke vzniku pravostranné a levostranné formy KRK jsou
odlisné. U pravostranné formy nachazime vice mutaci v mikrosatelitové instabilité (MSI; MSI-
High) zatimco levostranné tumory vykazuji vice chromozomalnich instabilit. Histologicky
u MSI-High tumorl se vyskytuje vyssi pritomnosti T-lymfocytl, coZ je spojeno s lepsi

prognozou a nizs$im vyskytem metastaz (Glebov et al. 2003; Haug et al. 2011).
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Tabulka 2. Souhrn rozdilti mezi pravostrannou a levostrannou formou KRK

Pravostranna forma KRK Levostranna forma KRK

Mucindzni adenokarcinom, sesilni Tubuldrni, vilézni adenokarcinom

seratni adenom

Ploché léze Polypoidni léze

MSI-High CIN-high

Vysoka infiltrace T-lymfocyty Nizka infiltrace T-lymfocyty

Karcinomatdza peritonea Metastazy jater a plic

Ve vyssSim véku V mladsim véku

Predominantné u Zen Predominantné u muzl

Lepsi progndza v Casnych stadiich Lepsi progndza v pozdéjsich stadiich (stadium Il

(stadium lall) alv)

Dobra odpovéd na imunoterapii Dobra odpovéd na adjuvantni konvencni terapii
a cilenou terapii

1.6. Formy KRK

KRK se déli na sporadicky (90-95 % KRK) a hereditarni (5-10 % KRK).

Sporadicky KRK vznika v dUsledku postupné akumulace mutaci. Stfevni epitel podléha
stdlé obnové z kmenovych bunék bazi krypt pfiblizné béhem péti dnl véetné faze mnozeni
a diferenciace. Béhem cykld muiZe dochazet k akumulaci chyb v DNA bunék v dusledku
napriklad chronického zadnétu, infekce, expozici mutagenlim atd. (Podolsky et al. 2015).
Proces, kdy dochazi postupné k progresi z normalniho stfevniho epitelu do dysplastického
epitelu a nasledné do karcinomu trva zpravidla 10-15 let (tzv. sekvence adenom-karcinom;
obr. 4.). Zakladem této sekvence jsou mutace v genech APC, KRAS a TP53. Sekvence byla prvné
popsana Fearonem a Volgelsteinem v roce 1990 (Fearon and Vogelstein 1990; Vogelstein et
al. 2013) (Obr. 4). Udava se, Ze se jednd o nejcastéjsi cestu vzniku KRK, i kdyZ se objevuji
dlikazy, Ze patogeneze KRK je spiSe otazkou kombinace vice sekvenci zaroven (soucasny vyskyt
mutaci APC, KRAS a TP53 je pouze v 7 %) (Jass 2004; Smith et al. 2002). Dalsi sekvence, které
mohou vést ke vzniku sporadického nédoru, jsou tzv. de novo, kde dochazi ke vzniku nadoru
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na podkladé nové vzniklé mutace zpravidla genu TP53 bez predchozi mutace v APC genu.
Kromé této cesty vznika také KRK v zanétlivé zménéné strevni sliznici, napriklad u pacientt
s idiopatickym stfevnim zdnétem (IBD), kde se zvysuje riziko vzniku mutace vedouci ke KRK
nebo seratnimu (pilovitému) adenomu (serrated adenoma). KRK u seratnich adenomu vznika

nejcastéji Casnou mutaci v KRAS a BRAF genech (Bettington et al. 2013; Gala et al. 2014).

APC
MSH?2
MLHI methylace K-ras TP53
Normalni Dysplasticky adenom delece 18q
epitel ~4 epitel ~
Metastaticky —~
KRK KRK
PRL3

Obr. 4. Adenom-karcinom sekvence, upraveno podle (Feldman et al. 2016)

Hereditarni formy vznikaji na podkladé zdédéné mutace (Bogaert and Prenen 2014).
Zahrnuji familiarni adenomatdzni polypdzu (FAP), atenuovanou formu FAP (aFAP), hereditarni
nepolypdézni formu kolorektalniho karcinomu (HNPCC), MYH asociovanou polypdzu

a polypdzni syndromy (Rustgi 2007).

FAP je autosomalné dominantni onemocnéni, které je charakteristické vrozenou
mutaci v APC genu, které vede k naruseni WnT/B-kateninové signdlni drahy (viz. dale).
U 5-30 % pacientld s FAP neni mutace v APC genu identifikovana, ale byla u nich zjisténa
mutace v MUTYH genu (Kartheuser et al. 1995; Pezzi et al. 2009; Varesco 2004). FAP zaujima
celkem 1 % ze vSech KRK a je charakteristicka vyskytem velkého poctu polypt (stovky az tisice)

v druhé dekadé Zivota s prakticky 100% rizikem malignizace. Z tohoto dlvodu se u téchto
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pacientl doporucuje ¢asna kolektomie. Soucdsti syndromu jsou také extraintestinalni projevy
jako kozni léze, osteomy a extraintestinalni nadorova onemocnéni. Atenuovanda forma FAP je
typickd mensim pocétem polypli, pozdéjSim zacatkem onemocnéni, a nizsi frekvenci

extraintestinalnich priznaka.

U hereditarni nepolypdzni formy KRK (HNPCC, Lynchiv syndrom) identifikujeme
vrozenou mutaci v tzv. genech opravy chybné sparovanych bazi (DNA mismatch repair genes
— MMR) (Chew et al. 2015). Mutaci v MMR dochazi k hromadéni replikacnich chyb, které
nejsou opraveny, a tim dochazi k vétsi pravdépodobnosti vzniku KRK. HNPCC je nejcastéjsi
formou hereditarniho KRK (2—-3 %). Pacienti s HNPCC jsou zpravidla nizSiho véku s vy$sim
rizikem vzniku synchronnich a extraintestindlnich nadord (ovaria, ledviny, endometrium,

zaludek, pankreas, atd.) (Vaja et al. 2010).

vive

v MUTYH genu, inaktivujicich glykosyldazu bazové excizni reparace, zodpovédné za opravy
oxidativniho poskozeni DNA (bazové excizni reparace — BER). Mutace v MUTYH vede
dominantné k transverzi CG-AT. U pacientl nachazime zpravidla desitky polypl se zhruba

65% pravdépodobnosti vzniku karcinomu (Al-Sohaily et al. 2012; Ma et al. 2018).

Hamartogenni polypdzni syndromy zahrnuji Peutz-Jaegherstv syndrom (PJS), juvenilni
polypdzni syndrom (JPS) a Cowdenlv syndrom. PJS je syndrom autosomalné dominantni
onemocnéni s vyskytem polypl v gastrointestindlnim traktu (GIT) a mukokutanni pigmentaci.
JPS je rovnéZ autosomalné dominantni syndrom s vyskytem cetnych juvenilnich polyp(, které
jsou spojené s vyssim rizikem nadorl pankreatu. Hlavnim znakem Cowdenova syndromu,
ktery s sebou nese i vyssi riziko vzniku nadoru prsu, Stitné Zlazy a endometria, je vyskyt

hamartogennich polypt v GIT.

1.7. Patogeneze KRK

KRK vznika postupnou akumulaci genetickych mutaci a epigenetickych zmén, které
vedou k pfeméné zdravé sliznice tlustého stfeva v nadorovou tkan. Nejcastéjsi molekularni
a genetické zmény vedouci ke vzniku ndadoru jsou strukturdlni a numerické zmény
chromozomU oznacované jako chromozomalni instabilita (CIN), dale pak zvySovani poctu

kopii opakujicich se sekvenci DNA (tzv. mikrosatelity) zplsobené defektni opravou Spatné
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parovanych bdazi, oznaCované jako mikrosatelitni instabilita (MSI) a nakonec aberantni
hypermetylace promotorovych oblasti geni, CpG island methylator phenotype
(CIMP) (Al-Sohaily et al. 2012; Armaghany et al. 2012; Nguyen et al. 2020; Strimpakos et al.
2009). Pfitomnost chromozomalni instability vyluCuje pritomnost MSI a vice versa, nicméné
nékteré studie poukazuji, Ze oba fenomény se mohou prolinat (Trautmann et al. 2006).

Nesmime také opomenout potencionalni roli mikrobiomu na vzniku KRK (Zhu et al. 2013).

1.7.1. Chromozomalni instabilita

CIN je charakterizovana nestabilitou chromozomd, pfi niz dochazi ke zmnoZeni poctu
(copy number variation) ciztraté celych chromozomui, nebo jejich oblasti. DUlsledkem
je aneuploidie (chybny pocet chromozom), chromozomalni amplifikace (zmnoZeni DNA)
nebo ztrata heterozygozity chromozom( (loss of heterozygosity, LOH). CIN se spojuje se
vznikem KRK v 65-70 % pfipadu. Pfiznacné jsou takto postiZzeny oblasti onkogenl a tumor-
supresorovych genl APC, KRAS ¢i TP53 (Al-Sohaily et al. 2012; Markowitz and Bertagnolli
2009).

1.7.2. Mikrosatelitni instabilita

Mikrosatelity jsou kratké sekvence opakujicich se nukleotidd (nejcastéji A a C), které
se nachazeji v celém genomu a jsou nachylné k chybam, ke kterym dochazi béhem replikace.
Chyby, které vzniknou v mikrosatelitech, jsou rozpoznany systémem MMR, ktery opravuje
chyby v pdrovani bazi. MSI je odrazem nedostatecné funkce MMR systému. Na funkci MMR
systému se podili geny MSH2, MLH1, MSH6, PMS2, MLH3, MSH3, PMS1 a Exo 1. MSI jako
disledek poruchy MMR systému je spojena jak s hereditarni (HNPCC), tak i se sporadickou
formou KRK (15 % ndadoru). V patogenezi rozliSujeme KRK s MSI-High a MSI-Low (viz. kapitola
1.8.4.) (Al-Sohaily et al. 2012; Kuipers et al. 2015; Markowitz and Bertagnolli 2009).

1.7.3. Metylace CpG ostrivkia — CIMP (CpG Island Methylator Phenotype pathway)

CpG methylace je kromé modifikace histon(i a nekddujicich RNA dalsi epigeneticka
zména, ktera nevede ke zméné DNA sekvence, ale ovliviiuje promotorovou oblast genu a tim
jeho expresi. Nejcastéji k metylaci DNA dochazi v oblasti 5-CG-3° dinukleotidu, respektive
vznika pevnd kovalentni vazba -CHs skupiny na pozici 5° cytozinu v opakujicim se CG
dinukleotidu. Geny, které jsou ovlivnény hypermetylaci promotorové oblasti jsou predevsim

APC, MCC, MLH1, MGMT a dalsi (Farkas et al. 2014). Tumory s CIMP mivaji ¢asto pfitomnou
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mutaci v BRAF genu ¢i jsou MSI-High nebo MSI-Low. CIMP je pfic¢inou cca 15-20 %
sporadického KRK. Vyskytuje se Castéji u Zen, starSich pacientl a kurakd (East et al. 2008;

Noffsinger 2009).

Jednim z potencidlné vyznamnych reparacnich gen(, ktery je v patogenezi KRK
metylovan, je MGMT (O®-metylguanin DNA metyltransferaza). Ztrata funkce MGMT je témér
vyhradné spojena s CpG metylaci. Funkci tohoto DNA repara¢niho enzymu je ochranovat
bunky prfed plsobenim exogennich karcinogenl odstrafiovanim alkyl skupiny z pozice
0° guaninu. Metylaci promotorové oblasti MGMT mzeme nalézt aZz ve 40 % KRK, nejcastéji
v seratnich adenomech. Pfedpoklada se, Ze metylace MGMT je v onkogenezi jednou z prvnich
uddlosti. Pacienti s defektnim MGMT maji vysSi procento mutaci v KRAS genu

a lépe reaguji na chemoterapii.

1.7.4. Stfevni mikrobiom a KRK
Studium stfevniho mikrobiomu je v poslednich letech vyrazné na vzestupu. V databazi

PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) byla vroce 2002 pod heslem ,gut

microbioma“ publikovana jedind prace, v roce 2018 bylo evidovano vice jak 2320 a v roce 2019

dokonce 4219 zaznamu.

V GIT ¢lovéka Zije okolo 10'3*-10%* bakterii, které jsou dualeZité z hlediska zejména
nutrice a imunity. Stfrevni mikrobiota se sklada z anaerobnich bakterii zahrnujici rody
Bacteriodes, Eubacterium, Bifidobacterium, Fusobacterium a dalSi. Predpoklada se, Ze
dlouhodobé plsobeni metabolitl stfrevnich bakterii na sliznici tlustého stfeva by se mohla
podilet na vzniku KRK (M. R. Wilson et al. 2019; Zhu et al. 2013). Analyza z hluboce zmrazenych
resekatd streva (KRK a zdrava tkan) ukazala, Ze hlavnimi rody, které dominovaly ve skupiné
s KRK, byly Fusobacterium a Campylobacter (Leung et al. 2019). Podle prace od Zhanga a spol.
dominovali u pacientld s KRK (vzorky odebrané béhem koloskopie a nasledné hluboce
zaméreny) rody Eubacterium a Devosia (H. Zhang et al. 2019). Hlavnim nedostatkem obou

studii je maly pocet pacientll s KRK a kontrolnich skupin.

Podle Wonga a spol. se ukazuje, Ze mikrobiom uzce ovliviiuje enterocyty, imunitni
systém a metabolom GIT a hraje roli nejen ve vzniku KRK, ale také pravdépodobné v progresi

a odpovédi na lé¢bu (Wong and Yu 2019).
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1.8. Genetické zmény vedouci ke KRK

V soucasné dobé je zndma cela rada genetickych zmén vedoucich ke vniku KRK. Jedna
se napfiklad o zmény v tumor-supresorovych genech (gen, jehoZ produkt chrani buriky pred
maligni transformaci), onkogenech (gen, jehoZ porucha muze zplsobit vznik zhoubného
bujeni) ¢i miRNA. Kromé téchto znamych genetickych zmén (geny s vysokou penetranci),
a to jak v hereditarni, tak sporadické formé KRK, byly diky tzv. celogenomovym asociac¢nim
studiim (Genome Wide Association Studies, GWAS) identifikovany varianty s nizkou
penetranci, které se také podileji na patogenezi KRK. Tento fakt podtrhuje, Ze riziko vzniku KRK
je vysoce polygenni a teprve dalsi robustni studie ukdZzou pravy vyznam téchto vzacnych

variant na patogenezi KRK (Huyghe et al. 2019; Peters et al. 2015).

1.8.1. Mutace v tumor-supresorovych genech

1.8.1.1. Adenomatous Polyposis Coli gen (APC gen)

APC gen je tumor-supresorovy gen lokalizovany na dlouhém raménku 5. chromozomu
(5921). Byl objeven v roce 1987 a poprvé naklonovan v roce 1991 (Bodmer et al. 1987). Podili
se nejenom na vzniku sporadického KRK, ale rovnéZz hraje vyznamnou roli v patogenezi

hereditarnich forem KRK, konkrétné pfi vzniku FAP, a také aFAP (Kwong and Dove 2009).

APC gen s 15 exony hraje dllezitou roli v proliferaci, diferenciaci, migraci, apoptdze,
a také v fizeni bunécného cyklu véetné stabilizace mikrotubull béhem mitézy. Mutace v APC
se vyskytuje u Casnych stadii nadoru a zpravidla se jedna o bodové mutace &i ztratu
heterozygozity. K manifestaci mutace APC je dllezZité, aby dle Knudsonovy two-hit hypotézy
byly mutovany obé dvé alely tohoto genu, coz vede ke ztraté jeho tumor-supresivniho Gcinku

(Berger et al. 2011). Vysledkem je poté nelplny APC protein, ktery c¢astecné ztraci svou funkci.

APC fidi WnT/B-kateninovou signalni drahu (Obr. 5.). Za fyziologickych podminek APC
tvofi protein, ktery spolecné s Axin/Axin2 a GSK-3B vytvafi tzv. ,destruktivni komplex”, ktery
iniciuje ubikvitaci (oznaceni) B-kateninu (protein koordinujici bunécnou adhezi a genovou
transkripci) s jeho ndslednou degradaci v proteazomu (proteinovy komplex degradujici
nepotifebné ¢i poskozené proteiny). Mutace v APC vede ke snizeni degradace B-kateninu
a nasledné k jeho hromadéni. Nahromadény B-katenin vstupuje do jadra, vdZze se na jaderné

receptory a indukuje transkripci mnoha genli véetné CCND1, c-myc a CRD-BP. DUsledkem
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je nejenom nekontrolovatelnd proliferace arlst burnky, ale rovnéz i indukce apoptdzy.
Posledni studie dokazuji, Zze ztrata genu vedouci k proliferaci a vyssimu prezivani burnky je
zavisla na plvodni diferenciaci bunék (Benchabane and Ahmed 2009; Fearnhead et al. 2002;

Fodde et al. 2001; Kwong and Dove 2009; Walther et al. 2009).
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Obr. 5. APC signalni draha, pfevzato z (Kral et al. 2016)

1.8.1.2. TP53

TP53 je tumor-supresorovy gen, lokalizovany na kratkém raménku 17. chromozomu
(17p13.1). Zakladni funkci TP53 je regulace bunécného cyklu (zastaveni cyklu a zahajeni opravy
DNA), apoptdzy a bunééného metabolismu (Armaghany et al. 2012; Slyskova et al. 2012;
Vogelstein et al. 2000). V pfipadé poskozeni DNA TP53 koordinuje opravu DNA, a pokud
ji nelze opravit, tak navodi apoptdézu bunky. TP53 je nejCastéji postiZenym genem
v mutagenezi mnoha nadorovych onemocnéni — mutace byvaji nalézany az u 50 % vsech
nador( (Royds and lacopetta 2006). Je znamo celkem 2314 mutaci TP53, které jsou bud'
aktivacni (cca 71 %, protein se vaze na mdm2 a dojde k jeho degradaci) nebo inaktivacni (29 %,
nemoznost regulace genové exprese) (Soussi et al. 2005). Stejné jako u APC, tak i u TP53, je

k funkénimu projevu nutna mutace obou alel.
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Ke ztraté alely zpravidla dochazi na 17. chromozomu a zaroven k mutaci druhé alely
na parovém chromozomu. Az 80 % predstavuji missense mutace, vedouci k expresi stabilniho
stejné dlouhého proteinu, ktery ale ztraci moznost vazby na DNA a jeji ndslednou regulaci
(lacopetta et al. 2006). Mutace genu byva pfitomna v pozdéjsi fazi vyvoje KRK
a zpravidla vede k pfechodu adenomu do adenokarcinomu. Pokrocilé formy KRK (T1-4N1-
2MO0-1) maji ve srovnani se stadii TI-4NOMO vyssi frekvenci mutaci obecné. Mutace v TP53
byva pfitomna az v60 % KRK a pro vyznamnou heterogenitu mutantd TP53 lze jen tézko
odhadnout jejich prognosticky vyznam. Recentni studie od Williamse a spol. ukazuje, Ze
zvysend exprese TP53 je spojena snizSim efektem adjuvantni chemoterapie

u pacientt ve stadiu Il (D. S. Williams et al. 2020).

1.8.1.3. FBXW7

FBXW?7, nékdy oznacovan jako hCdc4, je tumor-supresorovy gen lokalizovany dlouhém
raménku 4. chromozomu (4g31.3). Tento gen je zodpovédny za tvorbu FBXW7 proteinu, ktery
reguluje ubikvitin-dependentni proteolyzu regulacnich proteint a €leni se do rodiny F-box
proteinl. FBXW7 je regulovan pomoci P53, C/EBPo (CCAAT/enhancer-binding protein-o),
miR-223 a miR-27a. Proteiny regulované pomoci FBXW?7 jsou duleZité pro determinaci, osud
bunky, déleni, ¢i zachovani integrity genetické informace. Jedna se o cyklin E1, c-Myc, c-Jun,
Notch, Aurora-A, Mcl-1, SREBP, mTOR, KLF5, c-Myb, NF1, NRF1, HIF-1a a p100. FBXW?7 protein
ma tii izoformy (o, B a y), které se lisi N-terminalnim koncem a maji konzervativni C-konec (C-
konec je protazen o osmkrat se opakujici WD40 jednotku, na kterou se vaze fosforylovany
substrat). Izoformy se nachazeji jak v jadre a jadérku, tak i v cytoplazmé. FBXW?7 je soucasti
SCF komplexu (SKP1-CUL1-F-box protein). Stavba SCF komplexu je tvofena Skpl proteinem,
Rbx1 a Cullinl proteinem, a nakonec FBXW7 proteinem, na ktery se vaze substrat, ktery je pak
rozloZen v 26S proteazomu. Bylo zjisténo, Ze mutace FBXW?7 je pfitomen zhruba v 6 % tumoru
(cholangiokarcinom 35 %, leukemie 31 %, tumor endometria 9 %, KRK 9 %, tumor Zaludku
6 %). Prevaha (94 %) mutaci ve FBXW?7 genu jsou bodové mutace (delece, inzerce). U mnoha
typl tumorl byla nalezena pouze mutace v jedné alele, coZ naznacuje, Zze FBXW?7 je atypickym
tumor-supresorovym genem, ktery nevyzaduje ke ztraté své funkce mutaci v obou svych
aleldch. Mutace v FXBW7 vede k deregulaci onkoproteini, a tudiz k nekontrolované
proliferaci a mnozeni bunky (Akhoondi et al. 2007; Cheng and Li 2012; Tan et al. 2008; Wang
et al. 2012).
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1.8.2. Mutace v onkogenech

1.8.2.1. KRAS

KRAS gen patfi do rodiny proto-onkogenl (HRAS, NRAS) a je mutovan (nejcastéji
v exonech 2 a 3) u 30-50 % pacientl se sporadickym KRK (Al-Sohaily et al. 2012; Pardini et al.
2012). S mutaci KRAS u familiarni formy se setkavame jen zfidka. Z hlediska posloupnosti, jeho
mutaci predchazi mutace APC. Razné mutace KRAS (exon 2, exon 3) mohou mit odlisné

prognostické a prediktivni disledky, napriklad odlisny ucinek biologické terapie.

KRAS protein je 21 kDa velky membranovy protein, ktery hraje roli v bunécné
signalizaci ovliviujici bunécény rist, preziti, diferenciaci, proliferaci a radu dalSich bunécnych
déjh. Konkrétné KRAS a BRAF jsou soucasti RAS/RAF/MAPK signalni drahy (Obr. 6.) (Lamy et
al. 2011). Mutovany protein si zachovava aktivni formu z divodu nefunkéni GTPazové aktivity,
kterd méni GTP na GDP, a tim ma stimulacni efekt na proliferaci a rist bunky. KRAS je
aktivovan pres EGFR receptor, ktery je béhem mutageneze KRK ¢astokrat vice exprimovan
a po jeho stimulaci dochazi k aktivaci KRAS navazanim TGF. Pti aktivaci receptoru EGFR dochazi
také k stimulaci intracelularni kindzové domény. Ta poté aktivuje fada proteint jako je SOS,
dale GRB, ndsledné KRAS, a ten poté stimuluje BRAF. Dale signdlni kaskada pokracuje pres
proteiny MEK, ERK, aZ dojde k ovlivnéni genové exprese a proliferace buriky (Armaghany et al.
2012). Béhem aktivace EGFR receptoru dochazi k stimulaci PI3K (fosfatidylinositol 4,5-
bisfosfat), ktery inhibuje apoptdézu bunky. Tato draha je poté regulovana pomoci PTEN

proteinu, ktery blokuje funkci PI3K (Karakas et al. 2006; Samuels and Waldman 2010).

Informace, zda pacient ma ¢i nema mutaci v KRAS, je duleZita z dlivodu nasledné |éCby
pokrocilé formy KRK monoklonalnimi protilatkami anti-EGFR. Geny maji aktivacni konformaci
a stale mohou stimulovat bunécénou proliferaci. Disledkem je sniZzena odpovéd na biologickou

[éCbu (Demes et al. 2013; Karapetis et al. 2008; Strimpakos et al. 2009).

BRAF gen, stejné jako KRAS, je proto-onkogen, ktery je soucasti RAF rodiny
serin/threonin kindz a reguluje rlst buriky skrze RAF-MAP signdlni drahu. V této signdini draze
zajistuje downregulaci KRAS a upregulaci MEK. U sporadické formy nadord se tato mutace
vyskytuje cca v 10 %. Jedna se prevainé o hotspot mutaci ve V600E. Mutace v BRAF byly
identifikovany u 4 % pacientd s MSl-Low a u 40 % s MSI-High. Stejné jako u KRAS, pacienti

s BRAF mutaci maji horsi odpovéd na |écbu monoklonalnimi protilatkami proti EGFR.
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BRAF zplsobuje snizenou expresi KRAS genu. Tento fakt je klinicky vyznamny pouze tehdy,
pokud KRAS mutace neni pfitomna (Armaghany et al. 2012; Davies et al. 2002; Rosty et al.
2013). Pfitomnost KRAS mutace zpravidla vylu€uje pfitomnost BRAF mutace a vice and versa,
nicméné objevuji se pfipady pritomnosti mutaci obou genl (Midthun et al. 2019; Sahin et al.

2013).

| pfes nepfitomnost mutace v KRAS ¢i BRAF neni |éCba monoklonalnimi protilatkami
stoprocentné Uspésna. Byla identifikovana dalsi signdlni draha, kterd hraje roli v patogenezi
KRK, a to PI3K draha. PIK3CA gen je mutovan u vice jak 25 % pacientl s KRK. Pfi této mutaci
dochazi k aktivaci signdlni drahy, kterd v konecném dusledku vede kinhibici apoptdzy.
Na druhou stranu protein PTEN vede ke snizené expresi PI3K, a tudiZ vede k poklesu aktivity
signalni drahy. Nicméné setkdvdme se i smutaci vPTEN genu, ktera ma za nasledek
neschopnost regulace PI3K signdlni drahy vedouci k horsi odpovédi na biologickou lécbu
a horsimu celkovému preZziti pacienta (Sartore-Bianchi et al. 2009; Strimpakos et al. 2009; Yin

and Shen 2008).

Mutaci mGZeme nalézt rovnéz v receptoru pro transformujici rGstovy faktor B (TGFR).
Znamy jsou celkem tfi formy tohoto receptoru, ale nejcastéji se setkavame s mutaci u TGFBRII.
Tato mutace je pfitomna az u 90 % pacient(i s MSl instabilitou. Mutace TGFBRII vede k aktivaci
PI3K, kterd wvyusti vinhibici apoptdézy a rovnéZz povede k epitelidlni/mezenchymalni
transformaci (proces, pti kterém epitelové bunky ztraci schopnost bunééné adheze, a tim
ziskavaji moznost migrovat, stavaji se z nich mesenchymalni zarode¢né bunky s moznosti
diferenciace do mnoha bunécénych typl; proces lze identifikovat pfi hojeni ran, fibréze
a v procesu metastazovani). Transformace ma za nasledek progresi, invazi a metastazovani

KRK.
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Obr. 6. KRAS signalni draha, prevzato z (Kral et al. 2016)

1.8.3. Ztrata heterozygozity

Ztrata heterozygozity (LOH, loss of heterozygosity), popsana Knudsonem (Knudson
1985), je dalSim mechanismem, ktery mize vést ke vzniku KRK. Nejcastéji dochazi ke ztraté
heterozygozity na 18q chromozomu. DalSi chromozomy postizeny mechanismem LOH jsou 1p,
5q, 17p. Na 59 se jedna o ztratu alely APC, zatimco na 17p chromozomu se jedna o ztratu alely

pro TP53 (Armaghany et al. 2012).

1.8.3.1. DCC

Jeden z gen(, ktery muze byt postizen na 18. chromozomu, je DCC gen (Deleted in
Colorectal Carcinoma). Ten je zodpovédny zejména za expresi DCC transmembranového
proteinu, ale rovnéz i za dalsi produkty diky alternativnimu sesttihu (splicingu) (Mehlen and
Fearon 2004). Témér 70 % KRK ma pritomnou LOH genu DCC (exon 7) (Mehlen and Fearon
2004). Kromeé LOH DCC se v patogenezi uplatiuji i jiné somatické mutace, napriklad bodova

mutace Ci delece DCC (Arakawa 2004). DCC je tumor-supresorovy gen, ackoliv o jeho jasném
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zarazeni se vedou stdle velké diskuse. Nékdy je oznacovan jako posledni obrdnce (Late
Gatekeeper), ktery limituje progresi tumoru navozenim apoptdzy (Castets et al. 2012). Jeho
funkci je blokovat rlst bunky v pfipadé absence svého ligandu (netrin-1). Netrin patfi do
rodiny difuzibilnich proteint podobnych lamininu, ktery hraje duleZitou roli v urcovani sméru
rastu a migrace axond. Netrin-1 byl popsdn jako faktor bunécného preziti. Vaze se
na transmembranové receptory DCC a UNC5H (UNC5A, UNC5B, UNC5C) (Mazelin et al. 2004).
Oba receptory jsou schopné indukovat bunéénou smrt v nepfitomnosti svého ligandu, a proto

receptory hraji roli v patogenezi KRK.

Koncentrace netrinu-1 je nejvyssi v oblasti bazi krypt tlustého stfeva a klesa apikalnim
smérem. V pfipadé mutace DCC nebude pfitomen transmembranovy receptor pro netrin-1,
a tudiz nebude navozena apoptdéza a bunka bude nadale proliferovat. V nepfitomnosti
netrinu-1 Ci pfi jeho nizsi koncentraci (fyziologicky déj) dochazi k odstépeni intracelularni
domény DCC proteinu kaspdzou za vzniku ADD domény (addiction/dependent domain), kterd
je schopnd vazby na kaspazu 9, a tim aktivaci bunécné smrti (Duman-Scheel 2012; Mehlen and
Fearon 2004). Mutace v tomto genu nalézame zpravidla az u pokrocilych forem KRK, nikoliv
v Uvodni fazi patogeneze. Otazkou je, jak je tomu u mutace transmembranového proteinu
UNCS5H. LOH na 18. chromozomu miZeme najit v patogeneziijinych nadorovych onemocnéni,
jako jsou tumory Zaludku, prostaty, endometria, ovarii atd. Ze studii vyplyva, Ze nemocni s LOH
DCC maiji horsi prognézu neZli pacienti bez ni, a to z divodu vyssi agresivity tumordzniho

procesu.

Jak jiz bylo fe€eno vyse, netrin-1 se vaze kromé DCC i na UNC5H receptory (A, B, C),
které pfi nepfitomnosti netrinu-1 indukuji apoptézu. Mechanismus indukce apoptdzy je
odlisny od DCC receptoru. Pfi absenci netrinu-1 dochazi ke stépeni intracelularni ¢asti UNC5H
receptoru pomoci nezndmé proteazy i kaspasy-3, ktera odhali doménu, ktera ndsledné zahgji
apoptézu. Mutace této intracelularni ¢asti UNC5H receptoru povede kinhibici apoptodzy.
Exprese UNC5H receptoru je fyziologicky fizena pomoci TP53. V pfipadé poskozeni DNA
dochazi ke zvysené expresi UNC5H receptoru a naslednému odstépeni intracelularni domény
a navozeni apoptdzy. TP53 fidi expresi netrinu-1, ktery spoleéné s UNC5H zpétné downreguluji
expresi TP53, a diky vazbé netrin-1 a UNC5H inhibuji TP53 indukovanou apoptdzu bunky
(Arakawa 2004).
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1.8.3.2. SMAD

Dalsimi geny, které jsou lokalizovany na 18. chromozomu a mohou se podilet na
patogenezi KRK jsou SMAD2 a SMADA4. Hraji zasadni roli v TGF-B signalni draze. TGF-B rodina
zahrnuje TGF-B a kostni morfogeneticky protein (Bone morphogenetic protein, BMPs). Tyto
proteiny se vazi na TGF-B receptory (TBRI, TBRII) majici Siroké spektrum ucinku, jako je fizeni
bunécné proliferace, diferenciace, apoptdzy, migrace a tvorbu extracelularni mezibunécné
hmoty (Ten Dijke et al. 2002). Po vazbé TGF-B na receptor dochdazi k aktivaci SMAD proteinu
(Smad anchor for receptor activation), ktery zaktivuje intraceluldrni proteiny SMAD2
a SMAD3. Komplex SMAD2 a SMAD 3 se navaze na SMAD4 a tento komplex SMAD?2,3,4 putuje
do jadra, kde se vaze pfimo na DNA sekvenci ¢i na DNA transkrip¢ni faktory. Vysledkem vazby
je inhibice rlstu buriky ¢i navozeni apoptdzy. Bunécény cyklus se po aktivaci TGF-B zastavi v G1

fazi. SMAD se chova jako tumor-supresorovy gen.

Vysledkem exprese SMAD jsou SMAD proteiny riznych funkci. R-SMAD (receptorové
SMAD proteiny: 1,2,3,5,8), Co-SMAD (mediatorové SMAD proteiny: 4a, 4B), I-SMAD
(inhibitorové SMAD proteiny: 6, 7) reguluji genovou expresi. TGF-B/SMAD signalni draha musi
byt peclivé regulovana, coz maji za ukol SMAD6 a SMAD7. SMAD7 protein se vaze na
SMURF1,2 (E3 ubikvitin protein ligaza) a aktivuje degradaci SMAD4, ¢imZz reguluje
TGF-B/SMAD signdlni drdhu. Rlstové faktory jako EGF (epidermal growth factor) a HGF
(hepatocytes growth factor) dokazi inhibovat TGF-B/SMAD signalni drahu skrze aktivaci Ras,
ktera bude indukovat degradaci SMAD4 v proteazomu. TGF-B v pozdéjsi fazi nddorového
procesu nemusi hrat pouze roli tumor-supresivni drahy, ale muZe byt promotorem
nadorového bujeni, a to skrze aktivaci RhoA kindzy. Kindza nasledné zp(sobi uvolnéni
bunécnych spojl, snizeni exprese E-cadherinu a zvySeni motility bunky. Nasledkem
je epitelialni/mesenchymalni transformace (EMT) a mozZnost Sifeni nadorovych bunék
a zakladani metastaz. Tento fakt dokldada moznost tvorby metastaz nezavisle na funkci

TGF-B/SMAD signalni drahy.

TGF-B signalni draha dokaze aktivovat i jiné signalni drahy mimo RhoA ¢i Ras. Prikladem
mohou byt ERK, PI3K, JNK. Tyto drahy na rozdil od SMAD signalni drahy maji proto-onkogeni
ucinek. Mutace v SMAD4 (Arakawa 2004) byva pfitomna u jedné tretiny KRK pacient s LOH
(Mehlen and Fearon 2004). Disledkem této mutace je nefunkénost TGF-B/SMAD signalni

drahy, ktera povede k proliferaci bunék a rGstu tumoru. Nemocni s KRK a vysokou expresi
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SMAD4 maiji signifikantné delsi preziti nez pacienti s nizkou expresi. Tento fakt vSak nemusi
platit u jinych malignit, jako je nddorové onemocnéni prsu, kde vysoka exprese SMAD naopak

vede k tvorbé kostnich metastaz (B. Zhang et al. 2010).

1.8.4. Geny opravy chybného parovani (DNA Mismatch repair)

Jak jiz bylo feCeno v Uvodu kapitoly 1.7.2., nador tlustého stfeva vznika na podkladé
chromozomalnich nestabilit, CoG metylace ¢i mutaci v tzv. MMR genech, které vedou k MSI.
DNA mismatch repair (MMR) je systémem, ktery opravuje chybné pdrovani bazi pfi replikaci
genetické informace, zjednodusené opravuje chyby, které nejsou rozpoznany proof-reading
aktivitou DNA polymerdzy béhem replikace. Nejedna se pouze o tuto funkci, ale MMR systém
ma i dalsi funkce jako regulace bunécného cyklu a TP53 dependentni apoptotickou odpoveéd

na odliSna poskozeni DNA (Jacob and Praz 2002).

V patogenezi KRK dochazi vlivem mutace v MMR genech nejcastéji ke vzniku MSI.
K tomu, aby byl MMR gen vyfazen z funkce, je zapotfebi mutace v obou alelach genu. Proto
se MMR geny chovaji jako tumor-supresorové geny s vyjimkou Exol, u kterého je dostatecna
mutace jedné alely. Mikrosatelity, neboli repetitivni nukleotidové sekvence, se v genomu
vyskytuji kazdych 30—60 kilobazi (Armaghany et al. 2012). MMR systém ma za Ukol takové
chyby opravovat a zabrdnit tak vzniku mikrosatelitové instability (Al-Sohaily et al. 2012).
Mutace v MMR systému mohou byt jak vrozené (germinalni), tak i ziskané. Praveé ty vrozené
mutace v MMR systému jsou klicem ke vzniku hereditarni nepolypdzni formy KRK (HNPCC),
kde nachazime mutaci v MMR genech u 50—-70 % pripad( (Armaghany et al. 2012; Stigliano et
al. 2008). Ziskané mutace (delece, inzerce atd.) ¢i epigenetické zmény (metylace) v MMR jsou
zodpovédné za vznik cca 15 % sporadického KRK (Al-Sohaily et al. 2012; Armaghany et al. 2012;
Sandouk et al. 2013). Jednd se o mutace ¢i metylace v téchto genech: MSH2 (2p16), MLH1
(3p21), MSH6 (2p16), PMS2 (7p22), MLH3 (14924.3), MSH3 (5q11-q12), PMS1 (2931-33)
a Exol (1g-42-43) (Al-Sohaily et al. 2012; Armaghany et al. 2012; Jacob and Praz 2002;
Papadopoulos and Lindblom 1997; Sandouk et al. 2013). Existuji vsak i jedinci, ktefi maiji
vysokou predispozici ke KRK a pfitom jsou tzv. MSI stabilni, jinak feCeno u nich nenalézame
mutaci v MMR genech. Bylo zjisténo, Ze somatickd mutace v genu POLE (Leu424Val varianta)
a POLD1 (Ser478Asn varianta) vede ke sniZzeni proof-reading efektivity u DNA-polymerazy

a tim zvySené kumulaci mutaci a riziku vzniku KRK (Palles et al. 2013).
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Tumory s mikrosatelitovou instabilitou mizeme délit na MSI-High tumory a MSI-Low
tumory. MSI-High tumory jsou specifikovany instabilitou ve vice jak dvou mikrosatelitech,
zatimco MSI-Low tumory maji mutaci pouze v jednom sledovaném mikrosatelitu. Pacienti
s KRK na podkladé MSI byvaji mladsiho véku a prekvapivé maji lepsi prezivani nez ostatni
formy KRK. Pacienti s MSI-High mutacemi jsou prevainé Zeny s pravostrannou lokalizaci
tumoru. Z patologického hlediska se vétSinou jedna o Spatné diferencovany, mucindzni
karcinom se zvySenou infiltraci lymfocyty. MSI-High tumory mivaji méné KRAS a TP53 mutaci,
zato BRAF mutace jsou Castéjsi. Pacienti rovnéz s MSI-High maji horsi terapeutickou odpovéd
na léc¢bu 5-fluorouracilem (5-FU) (Strimpakos et al. 2009). Navzdory témto faktim pacienti
s MSI-High maji lepsi celkové prezivani nezli ostatni pacienti s KRK (Al-Sohaily et al. 2012;
Armaghany et al. 2012; Devaud and Gallinger 2013). U sporadické formy KRK dochazi
nejc¢astéji k inaktivaci promotorové oblasti genu MLH1I metylaci s nasledkem zabranéni
exprese genu (Al-Sohaily et al. 2012). MMR a bazova excizni oprava (BER) systémy cili na Useky
DNA poskozené 5-FU. Ve studii z posledni doby se ukazalo, Ze nejenom snizena aktivita MMR
systému, ale také zmény v BER systému vedou (zvySeni opravy v ndadorové tkani a sou¢asném
snizeni v okolni sliznici) k horsi odpovédi pacienta na 5-FU a celkovému prezivani (Vodenkova

et al. 2018).

1.8.5. Dlouhé, nekdédujici RNA (IncRNA)

Lidsky genom je prepisovan do mRNA ¢i do nekddujici RNA (ncRNA)
v 5-10 %. Tyto ncRNA jsou pak déleny do dvou tfid: 1) malé ncRNA do velikosti 200 nukleotidu
(microRNA, siRNA atd.) a 2) dlouhé ncRNA (>200 nukleotidd; IncRNA). Dnes je znamo vice jak
146 742 IncRNA. Dlouhé RNA hraji roli v mnoha fyziologickych a patofyziologickych procesech
jako jsou rlst bunék, apoptdza, regulace transkripce a posttranskripéni Upravy, véetné
regulace epigenetickych zmén (Xu et al. 2014). Bylo publikovdno nékolik praci popisujici vyssi
(CCAT1, CCAT2, PCAT1 atd.) Ci nizsi expresi INcRNA (MEG3 atd.) u KRK (Kam et al. 2014). Studie
Svobody a spol. zroku 2014 provedla analyzu HOTAIR (Homebox Transcript Antisense
Intergenic RNA, gen na 12 chromozomu) dlouhych ncRNA, kde prokazala, Ze vyssi exprese

HOTAIR v tkani a krvi pacient( s KRK je spojeno s horsi progndzou (Svoboda et al. 2014).

1.8.6. MicroRNA
MicroRNA jsou kratké nekddujici RNA o délce 22—-23 nukleotidd, ktera jsou kddovany
v DNA (Bonfrate et al. 2013; Chin and Slack 2008) strukturalnimi geny (70 %), ale také
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intergenovou nekddujici DNA (30 %), kterd neni vazana na expresi genl jako takovych. Po
prepisu DNA kédujici microRNA vznikne pri-microRNA, ktera je vjadie upravena na
pre-microRNA, ktera je dale exportovana z jadra do cytosolu. V cytosolu podléha dalsi upravé
za vzniku jednovldknové microRNA, jejiz funkci je regulace genové exprese ktera probiha
nékolika zpusoby (Obr. 7.) (Aslam et al. 2012; Wouters et al. 2011). Jednim ze zpUsobU je
interakce s mMRNA, kde dojde k navozeni degradace mRNA nebo inhibice translace (¢astéjsi
u zivocisSnych bunék). Pfedpoklada se, Ze microRNA jsou zodpovédné za regulaci cca 30 % genu
(nékteré zdroje uvadi 30—60 %) (Garzon et al. 2009). Je znamo, Ze polovina genl kédujicich
microRNA je v oblasti genetické informace, ktera je lokalizovana v mistech ¢astych amplifikaci,
ztraty heterozygozity, nebo mutaci. MicroRNA v patogenezi KRK mze hrat roli jak tumor-
supresivni, tak i proto-onkogeni. Role microRNA je dana typem tkané a charakterem genu,

ktery reguluje.

DalSimi diskutovanymi mechanismy, kterymi by microRNA mohla regulovat genovou
expresi, je methylace promotorové oblasti genu ¢i ovlivnéni konformace histond (methylace),
a tim kondenzaci heterochromatinu (Garzon et al. 2009; Kusenda et al. 2006). Ke ztraté funkce
microRNA dochazi nékolika zplUsoby: mutace genu pro microRNA, microRNA posttranskripcni
Uprava a epigenetické zmény. Vzhledem k tomu, Ze microRNA se podili na fizeni bunécného
cyklu, metabolismu a vyvoji buriky, jsou zménou exprese (zvyseni ¢i snizeni exprese microRNA)
proto-onkogenni (progrese a rlst nadoru) ¢i tumor-supresivni (inhibice rlstu a proliferace)

dlsledky (Bonfrate et al. 2013; Garzon et al. 2009; Chin and Slack 2008; Kusenda et al. 2006).

MicroRNA, kterd je vyrazné exprimovana v nadorovych bunkach, pravdépodobné
funguje jako inhibitor tumor-supresorovych gen(. Na druhou stranu microRNA, ktera ma
tkani. V patogenezi KRK byla zjiSténa zména exprese microRNA napriklad miR-145, miR-143,
let7 C¢i zvySend exprese miR-21, miR-135 atd. MiR-145 a miR-143 byly jedny z prvnich
microRNA identifikovanych u nadorového onemocnéni tlustého stfeva. MiR-143 se podili na
inhibici KRAS a miR-145 pravdépodobné funguje tumor-supresivné primou inhibici p70S6K1
(serin/threonin kinaza, ktera snizuje aktivitu P13 signdini drahy). MiR-21 je spojena s invazi
a metastazovanim KRK diky inhibici tumor-supresorového PDCD4 (Raisch et al. 2013).
Vzhledem k velké specificité exprese jednotlivych microRNA a typem tumoru se zde nabizi

moznost vyuZiti microRNA jako diagnostického Ci prognostického markeru (Hrasovec and
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Glavac 2012). Dalsi vyhodou microRNA je jeji stabilita v biologické tkani, at uZz se jedna
o plazmu, mo¢ nebo stolici, ze kterych ji Ize nasledné izolovat a analyzovat (Slaby et al. 2009;

Svoboda et al. 2014).
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pri-miRNA pre-miRNA
(- cytosol
DNA koédujici miRNA

miRNA - miRNA
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dulpex

RISC
y
REGULACE mRNA - miRNA + RISC komplex

Obr. 7. Vznik microRNA, pfevzato od (Aslam et al. 2012)

1.9 Terapie
Lécba KRK je komplexni proces vyzadujici multidisciplindrni pfistup (gastroenterolog,

chirurg, onkolog, radiolog, atd.) (van de Velde et al. 2014b). Chirurgickd |écba (resekce
tumoru) nadale zUstava jedinou kurativni metodou pro nemetastatickou formu KRK. Vysledek
chirurgické lécby se odviji od predoperacniho stagingu a kvality operace jako takové.
Pred operaci je nezbytné zvazit mnoho faktord, jako je vék pacienta, celkova kondice, staging
nadoru a typ operacniho vykonu (van de Velde et al. 2014a). Chirurgicka resekce KRK m{ze
byt provedena jak klasickou otevienou cestou, tak i laparoskopicky. Laparoskopicky pristup se

dle studii zda byt stejné bezpecny jako otevieny pfistup (Veldkamp et al. 2005).

Systémova chemoterapie pro |éCbu KRK zahrnuje primarné fluoropyrimidiny
(5-fluorouracil (5-FU), peroralni kapecitabin), irinotekan a oxaliplatinu. Fluorouracil funguje na

podkladé inhibice thymidylat-syntetazy. Spolecné s leukovorinem dochazi ke stabilizaci vazby
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5-FU senzymem a vyssi efektivité terapie (Ohhara et al. 2016; Sobrero et al. 2000).
U metastatické formy KRK vede 5-FU a leukovorin k prodlouZeni prezivani z 6 na 12 mésicu
(Wolpin and Mayer 2008). Tato adjuvantni chemoterapie je nejvice Gcinna u pokrocilych
forem KRK (stadium Il a IV) a u tumord(, které maji nizkou frekvenci mutaci s MSI (MSI-Low).
Pro adjuvantni chemoterapii je proto Castéji indikovana levostranna forma KRK (Moertel et al.
1995). U metastatické formy KRK se kromé konvencni terapie uZiva biologickd terapie
(bevacizumab, aflibercept, ramucirumab a regorafenib — cil angiogeneze (anti-VEGFR);
cetuximab a panitumumab — cil EGFR signdlni drahy) (Seeber and Gastl 2016). Studie od
Venooka a spol. ukazala, Ze terapie bevacizumabem vedla k medianu preziti 31,4 mésict
u pacientt s levostrannym KRK, na rozdil od 24,2 mésict u pacientd s pravostrannou formou
KRK. Meta-analyza klinickych studii dosSla k zavéru, Ze pacienti s levostrannou formou KRK
a wild-type mutaci KRAS maji vyznamné vyssi benefit z terapie anti-EGFR v porovnani s anti-

VEGFR s kombinaci s konvencni terapii (Tejpar et al. 2017).

Pacienti s vysokou frekvenci mutaci v MSI (MSI-High), s KRK prevazné lokalizovaném
v pravém tracniku, maji vysokou infiltraci T-lymfocyty (Kloor and von Knebel Doeberitz 2016).
Lymfocyty migruji do oblasti tumoru diky rozpoznani specifickych antigen(
a diky vlivu kostimulacnich signala. Regulacni faktory (PD-1, PD-L1, CTLA-4) inhibuji aktivaci
T- lymfocyt(, a tim jsou také klicové v regulaci imunotolerance (Pardoll 2012). KRK vyuZziva
téchto regulacnich faktorl ke sniZeni reakce imunitniho systému proti nddorovému procesu.
Studie ukazuji, Ze inhibice regulac¢nich faktord (anti-CTLA-4 — ipilimumab, tremelimumab;
anti-PD-1 — pembrolizumab, nivolumab) by mohla byt slibnou cestou pro pacienty s vysokou
frekvenci MSI mutaci (MSI-High), ktefi jsou rezistentni ke konvenc¢ni terapii (fluoropyrimidin,
irinotekan, oxaliplatina), a pro pacienty s neresekabilnim metastatickym KRK s MSI-High

(Passardi et al. 2017).
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1.10 Zaveér

Pfes dosazené Uspéchy zlistdva KRK jednim z nejcastéjsich a nejzavaznéjsich malignich
onemocnéni. Screening nepochybné ved| ke sniZeni incidence a mortality onemocnéni a nové
metody screeningu v podobé DNA testovani stolice ¢i mSEPT9 jisté povedou k dalSimu
pokroku a zlepSeni efektivity screeningu jako takového. Endoskopie rovnéz v budoucnu
nabidne novinky, které dale zefektivni screening ¢i zvysi detekce prekancerdznich lézi, jako je
napriklad nové dostupnd uméla inteligence od Fujifilm REiLl, ktera v redlném case detekuje
léze béhem endoskopického vysetieni. Tyto systémy vyuzivajici umélou inteligenci k zachytu
polypl dosahuji detekce |ézi ve vice jak 90 % (Misawa et al. 2018). Naddle se vedou rozsahlé
diskuse, zda screening nezahajit jiz pred 50. rokem Zivota, anebo dokonce i ¢asnéji. Jedna se
prozatim o kontroverzni téma, jak z hlediska medicinského i ekonomického (Archambault et
al. 2019). V budoucnu muZeme ocekavat jak nové biomarkery casného zachytu KRK, tak i
markery ucinnosti a progndzy. Na zakladé predeslych informaci je zfejmé, Ze vyvoj na poli
molekuldrni genetiky, endoskopie a edukace jak laické, tak odborné spolec¢nosti, se nadale

vyviji a nabyva kvalitativné nové rozméry.
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2. Hypotézy

1. KRK diagnostikovany screeningem ma pfiznivéjsi klinicko-patologicky profil oproti KRK

diagnostikovaného v dusledku symptom.

2. Expresni profil microRNA u rektdlni formy KRK se liSi od expresniho profilu nadoru

ostatnich ¢asti tlustého stfeva a nenadorové tkaneé.

3. Exprese lokusu kvantitativniho znaku ABC transportéru ma vliv na odpovéd na |écbu

a prezivani u pacient( s KRK.

3. Cile prace

1. Prospektivné zhodnotit klinicko-patologickou charakteristiku KRK diagnostikovaného
pomoci screeningu a u symptomatickych pacientd. Ovéfit vyhody screeningového

programu v Ceské republice.

2. Objasnit expresni profil doposud znamych microRNA u rektalni formy KRK v porovnani
s nadorem v jiné Casti tlustého stfeva a nenddorovou tkani. Porovnat expresni profil
microRNA u rliznych lokalizaci KRK. Zhodnotit mozné vyuZiti microRNA jako markeru

odpovédi na lécbu KRK.

3. Objasnit, zda polymorfismy v genech pro ABC transportéry ovliviuji individualni odpovéd

na lécbu a prezZivani pacientl s KRK.
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4. Klinicko-patologicka charakteristika KRK diagnostikovaného

screeningem vs. KRK zjistény v disledku symptomui

4.1. Metodika studie

Provedli jsme prospektivni multicentrickou observaéni studii ve 12 centrech v Ceské
republice v obdobi od roku 2013 do roku 2015. Zaradili jsme celkové 276 pacientu
s histologicky verifikovanym KRK. Pacienty jsme rozdélili do dvou skupin: 1. screeningova
skupina; 2. kontrolni skupina. Kritériem vstupu do studie byl nové diagnostikovany KRK.
Studie byla schvalena etickou komisi (Etickd komise pfi Institutu klinické a experimentdini
mediciny a Thomayerové nemocnici s multicentrickou pldsobnosti) a vSichni pacienti podepsali

informovany souhlas se studii.

Pacienti ve screeningové skupiné byli definovani jako asymptomaticti pacienti s nové
diagnostikovanym a histologicky verifikovanym KRK, a to primarni screeningovou koloskopii,
nebo koloskopii po pozitivnim TOKS, bez pozitivni rodinné anamnézy. Pacienti zarazeni do
kontrolni skupiny byli definovani jako pacienti sdiagnostikovanym a histologicky

verifikovanym KRK, ktefi byli symptomaticti.

4.2. Zpracovani dat

Udaje pacientd jsme prospektivné zaznamenavali pomoci online systému REDCap
(Research Electronic Data Capture) (Harris et al. 2009). Jedna se o webovou aplikaci
vytvorenou pro sbér studijnich dat. Kazdé centrum, které se ucastnilo studie, mélo pridélené
své unikatni identifikacni Cislo (ID) pro spravu vysledku. Kazdy pacient zarazeny do studie byl

vedeny pod vlastnim ID.

Ke statistické analyze jsme vyuzili SAS software, verze 9.3 (SAS Institute Inc., Cary, NC,
USA). Deskriptivni analyza dat zahrnovala absolutni a relativni ¢etnosti, mediany. Interval
spolehlivosti byl nastaven na 95 %. Ke kvantitativni analyze dat jsme pouzili x-kvadrat test,

Fisher(v exaktni test a Mann-Whitney(v test. Vysledky byly nastaveny na hladinu vyznamnosti

45



p = 0,05. Statisticka analyza byla provedena biostatistikem v Mezinarodnim centru klinického

vyzkumu Fakultni nemocnice u sv. Anny v Brné (https://www.fnusa-icrc.org/cz/).

4.3. Vysledky

Do studie jsme prospektivné zaradili celkem 276 pacientt, a nadsledné jsme statisticky

vyhodnotili 265 pacienti (95,9 %) (Tabulka 3).

Tabulka 3. Zakladni charakteristika pacientl ve skupiné screening a kontrola

Screening (N = 73) Kontroly (N = 192)
N % N %
Muii 44 60,3 % 115 59,9 %
Zeny 29 39,7 % 77 40,1%
Vék (roky, median 95 % Cl) 67,5 (66,0-73,0) 70,0 (68,0-71,0)
Vyska (cm, median 95 % Cl) 169,5 (166,0-173,0) 170,0 (168,0-172,0)
Vaha (kg, median 95 % Cl) 78,0 (75,0-90,0) 78,0 (74,0-80,0)

Ze 73 pacientl screeningové skupiny jsme patnacti z nich diagnostikovali KRK pomoci
primarni screeningové koloskopie a zbylych 58 koloskopii bylo provedeno nasledné po
pozitivnim TOKS. V kontrolni skupiné ze 192 pacientt bylo 171 vysetfeno pro chronické obtize,

a 21 pro akutni symptomy (krvaceni, perforace) (Tabulka 4).

Tabulka 4. Diagnostické metody ve skupiné screening a kontrola

Screening (N = 73) | Kontroly (N =192)

N % N %
Metoda
Primarni screeningova koloskopie 15 20,5 % - -
Koloskopie po pozitivnim TOK 58 79,5 % - -
Diagnosticka koloskopie - - 177 92,2 %
Dalsi metody - - 15 7,8%
Vysetfeni pro akutni obtize (N) 0 21

PokrocCilost KRK (stadium O, I, Il vs. lll, IV) byla statisticky vyznamné pfiznivéjsi ve
skupiné KRK diagnostikovanym screeningem, kde prevazovala stadia O, | a I, neZ ve skupiné
kontrolni (p <0,001). Rovnéz vyskyt lokalnich metastaz (N1, N2) v dobé diagndzy byl vyrazné

pfiznivéjsi pro skupinu screening nez pro kontrolni skupinu (p <0,001); (Tabulka 5). Pacienti
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ve skupiné screening neméli pfitomny vzdalené metastazy (M1) na rozdil od pacient(
v kontrolni skupiné (35 nemocnych se vzdalenymi metastazami, p <0,001). Grading KRK
v nasem souboru nevykazoval mezi obéma skupinami rozdily. V obou skupinach dominoval

dobre diferencovany KRK (72,6 % vs. 62,5 %) (Tabulka 5).

Tabulka 5. Stadia, metastazy, grading KRK

Screening (N = 73) Kontroly (N = 192)
N % N %
Stadia P
0 (Tis NO MO) 10 13,7% 9 4,7 % <0,05
1 (T1-2 NO MO) 21 28,8 % 32 16,7 % <0,05
11 (T3-4 NO MO) 15 20,5% 42 21,9%
Il (T1-4 N1-2 MO) 18 24,7 % 51 26,6 %
IV (T1-4 N1-2 M1) 1 1,4 % 34 17,7 % <0,05
Chybéjici data 8 10,9 % 24 12,4 %
Metastazy
MX 8 11,0% 31 16,1 %
Mo 55 75,3 % 104 54,2 % <0,05
M1 0 0,0% 35 18,2 % <0,05
Chybéjici data 10 13,4 % 22 11,5%
Regiondlni postizeni uzlin
NX 3 4,1% 13 6,8 %
NO 41 56,2 % 71 37,0%
N1 18 24,7 % 48 25,0 % <0,05
N2 3 4,1% 39 20,3 %
Grading
GX (nelze hodnotit) 6 8,2 % 29 15,1 %
G1 (dobfe dif.) 11 15,1 % 24 12,5%
G2 (stfedné dif.) 42 57,5 % 96 50,0 %
G3 (Spatné dif.) 6 82% 16 8,3%
G4 (dediferencovany) 3 4,1% 2 1,0%
Chybéjici data 5 6,8 % 25 13,2 %

V obou skupindch prevladalo postizeni levého tracniku v porovnani s ostatnimi ¢astmi
tlustého streva (screening 91,8 %; kontrola 75 %). Postizeni rektosigmoidea dominuje nad

postizenim ostatnich ¢asti trac¢niku (Tabulka 6).
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Tabulka 6. Lokalizace KRK

Screening (N = 73) Kontroly (N = 192)

N % N %
Lokalizace P
Cékum + colon ascendens 10 13,7 % 41 17,7 %
Colon transversum 3 4,1% 16 8,3%
Colon descendens + 39 53,4 % 77 40,1 %
sigmoideum
Rektum 28 38,4 % 67 34,9%

Celkem 58 pacientl (79,5 %) ve skupiné screening a 155 pacienttd (80,8 %) v kontrolni
skupiné podstoupilo chirurgické reSeni. RO resekce byla provedena v 65,8 % v pripadé
screeningové skupiny. V druhé kontrolni skupiné byla provedena RO v 46,4 % pripadl
(p =0,015). R1 a R2 resekce byla provedena pouze v minimalnim poctu pfipadd v obou
skupinach (1,4 % vs. 53 %) (Tabulka 6). Devét pacientll ve skupiné screening
(12,3 %) a osm pacientd v kontrolni skupiné (4,2 %) bylo lé¢eno endoskopicky
(p =0,032), a to radikalni polypektomii. Median doby od stanoveni diagndzy po chirurgické
feSeni byl 30 dni pro screeningovou skupinu a 21,5 dne pro pacienty v kontrolni skupiné

(p =0,022) (Tabulka 7).
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Tabulka 7. Chirurgicka lécba

Screening (N = 73) Kontroly (N = 192)

N % N % P
Chirurgicka lécba 58 (79,5) 155 80,8 %
Kontraindikace pro pokrocily KRK 1 1,4 % 12 6,3 %
Kontraindikace pro komorbidity 2 2,7 % 7 3,6 %
Kontraindikace pro jiné pfic¢iny 12 16,4 % 18 9,4 %
Endoskopicka lécba 9 12,3% 8 42 % <0,05
Typ operace
Pravostranna hemikolektomie 10 13,7 % 37 19,3 %
Resekce transversa 1 1,4 % 6 3,1%
Levostranna hemikolektomie 4 5,5% 14 7,3 %
Resekce sigmatu 20 27,4 % 42 21,9%
Nizka resekce rekta 17 23,3 % 25 13,0%
Abdominoperinealni resekce 1 1,4 % 25 13,0 %
Resekce tlustého stieva a metastaz v

0 0,0% 1 0,5%
jedné dobé
Paliativni zavedeni stentu 0 0,0% 4 2,1%
Chybéjici data 5 6,8 % 1 0,5%
Resekéni okraje
RX 13 17,8 % 51 26,6 %
RO 48 65,8 % 89 46,4 % <0,05
R1 0 0,0% 5 2,6%
R2 1 1,4 % 9 4,7 %
Chirurgicka revize 6 8,2 % 14 73 %
Cas mezi diagnézou a operaci (dny,

30 (24,0-35,0) 21,5 (19,0-24,0) <0,05
median 95 % Cl)

Pacientl lécenych systémovou paliativni terapii bylo vyznamné vice v kontrolni
skupiné neZ ve skupiné screening (p =0,018). Rozdil mezi poftem pacientd lé¢enych adjuvantni

¢i neoadjuvantni terapii nebyl statisticky vyznamny (Tabulka 8).
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Tabulka 8. Chemoterapie

Screening (N = 73) Kontroly (N = 192)
N % N %
Typ terapie P
Neoadjuvantni terapie 6 8,2% 24 12,5%
Adjuvantni terapie 22 30,1% 53 27,6 %
Systémova terapie 2 2,7 % 23 12,0 % <0,05

4.4, Diskuse

Multicentrickd observaéni prospektivni studie, kterou jsme provedli ve 12 centrech CR,
ukdzala, ze KRK diagnostikovany screeningem se lisi z klinicko-patologického hlediska od

symptomatického KRK.

KRK diagnostikovany screeningem ma celkové priznivéjsi klinicko-patologické
vlastnosti, a to predevsim v ¢asnych stadiich onemocnéni, tedy ve stadiu O, | a Il. Vysledky se
shoduiji se studiemi publikovanymi v nedavné dobé, které se také zabyvaly problematikou
screeningu KRK. Napfiklad v multicentrické studii Brennera a spol. byla porovndvana progndza
stejné rozdélenych dvou skupin pacientd jako v nasSi praci. Do studie bylo zafazeno
a vyhodnoceno celkem 2450 pacientll s KRK. Prvni skupina pacientd s KRK diagnostikovany
pomoci screeningu vykazovala 68 % nemocnych ve stadiich | a Il, zatimco druha skupina
pacientd v 50 % (Brenner et al. 2016). Ve studii Zorzi a spol. bylo vyhodnoceno celkem 23 668
pacientl ve véku 50 az 69 let, 2806 bylo diagnostikovdno screeningem. Pacienti s KRK
diagnostikovani pomoci screeningu méli opét celkové priznivéjsi klinicko-patologickou
charakteristiku KRK. Stadium | bylo zastizeno ve 42,8 % pacientl diagnostikovanych pomoci
screeningu ve srovnani s 16,2 % pacienty diagnostikovanych pro symptomy. Pro stadium IV
byl procentudlni rozdil skupin 6,2 % vs. 19,8 % (Zorzi et al. 2015). Amri a spol. dospéli
k obdobnym vysledkiim, kde bylo retrospektivné vyhodnoceno celkem 1071 pacientl a 217
z nich bylo diagnostikovano screeningem. Pacienti s KRK diagnostikovani pro symptomy méli
celkové vyssi zastoupeni pokrocilejSich stadii KRK oproti pacientim diagnostikovanych
screeningem (> T3 74,5 % vs. 37,8 %, RR = 1,96, p <0,001). Rovnéz mira rekurence KRK byla
vyssi v kontrolni skupiné oproti pacientim ve skupiné screening (13,1 % vs. 6,0 %, p = 0,004)

(Amri et al. 2013).
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Vyskyt metastatického postiZzeni a vyuZiti systémové paliativni terapie byl v nasi studii
vyznamné vyssi u kontrolni skupiny oproti screeningové skupiné. Nase vysledky jsou v uzké
korelaci se studii od Kubische a spol. V jejich retrospektivni analyze 524 953 koloskopii bylo
diagnostikovano celkem 6065 pacientl s KRK, kdy 1750 z nich bylo diagnostikovano
screeningem. M1 metastazy byly castéji identifikovany v kontrolni skupiné nez ve skupiné

screening (18,37 % vs. 10,48 %) (Kubisch et al. 2016).

V nasem souboru pacientd nebyl nizsi grading tumoru spjat s nizsSim celkovym stadiem
onemocnéni. To mohlo byt zplsobeno malym poctem zarazenych pacient(. Vysledky jsou
v kontrastu se studii od Zorziho a spol., kde bylo zafazeno 23 668 pacientl a kde byl nizsi
grading (odds ratio pro Spatné diferencovany KRK byl 0,86, 95 % Cl: 0,75-1,00) spojen s nizsSim

stadiem onemocnéni (Zorzi et al. 2015).

Rozdilnd lokalizace KRK v traéniku ma nékolik mozZnych pftic¢in, a to od odlisné
patogeneze KRK, embryondlniho plivodu jednotlivych ¢asti tlustého stieva, odlisSného cévniho
zasobeni jednotlivych casti ¢i odliSného slozeni mikrobiomu v rozdilnych ¢astech streva (Al-
Sohaily et al. 2012; Brackmann et al. 2009; G. H. Lee et al. 2015; Phipps et al. 2013; Xi et al.
2019). Veétsina KRK v nasi studii byla lokalizovdna vlevém tracniku. Obdobné vysledky
muUzZeme také pozorovat v retrospektivni studii od Vasila a spol. Zafazeno bylo celkem 302
pacientd s KRK, kde 41,8 % KRK bylo lokalizovano v levém tracniku a 34,3 % bylo lokalizovano
v rektu (Vasile et al. 2012). Dalsi studie od Wraye a spol., kde bylo analyzovadno celkem 82 926
pacientl KRK, dosla k obdobnym vysledkiim, kde 42 % pfipad( KRK bylo situovano v levém
tracniku a 48 % v pravém tracniku (cékum, vzestupni tracnik, hepatalni ohbi). Recentné
publikovand multicentricka studie od Lu a spol. se zaméfila na vyskyt KRK u pacientl mladsich
50 let. Bylo zhodnoceno vice jak 1,3 milionl pacient s KRK ve véku nad 50 let a 117 686
pacientl s KRK pod 50 let. Celkem 74,4 % KRK u pacientl pod 50 let a 56,1 % KRK u pacientu
nad 50 let bylo lokalizovano v levém tracniku (P. Lu et al. 2019). Zbylych 10 % bylo lokalizovano

v pficném tracniku (Wray et al. 2009).

Endoskopickd |écba KRK je povazovana za kurativni v pfipadé, Ze se jedna
o casny tumor (dobfe diferencovany, bez pritomnosti hluboké invaze — sm3, bez
lymfovaskularni infiltrace), ktery byl radikdlné odstranén. Takovy tumor ma nizké riziko

metastatického postizeni a endoskopicka lé¢ba sadekvatnim ndaslednym sledovanim
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je moZna. V nasem souboru takovych pacientd s neinvazivnim tumorem bylo vyznamné vice
ve skupiné screening nez v kontrolni skupiné. Obdobné vysledky ukazala studie Mounzera
a spol., kde bylo analyzovdano 10 403 pacientl s malignim polypem. Endoskopickou |é¢bu
podstoupilo celkem 2688 pacientl (26 %) a 7715 (74 %) podstoupilo chirurgické reseni.
Pacienti |éCeni endoskopicky byli nej¢astéji ti, ktefi méli stadium 0, kde endoskopicka Iécba

ma dlouhodobé ptiznivé vysledky (T. Chen et al. 2018; Mounzer et al. 2015).

V nasi studii byl median doby od stanoveni diagnézy po chirurgické reSeni 30 dni
u screeningové skupiny a 21 dni u kontrolni skupiny. Rozdil medidnu muizZe vyplyvat
z alarmujici symptomatologie u ¢asti nemocnych v kontrolni skupiné. Retrospektivni studie od
Gillise a spol. ukazala, Ze delsi doba cekani na chirurgické reseni KRK maze byt zplsobena
nutnosti podrobného vysetfeni pacientll zahrnujici pocitatovou tomografii, magnetickou
rezonanci, echokardiografii i specializovana konzilia, a to obzvlast u pacientd s komorbiditami

(Gillis et al. 2014).

Nase prospektivni multicentrickd studie potvrdila efektivitu screeningového
programu, ktery jasné ukazuje celkové lepsi klinicko-patologicky profil KRK oproti pacientiim
diagnostikovanym pro symptomy a je podplrnym argumentem pro vseobecnhou

implementaci.
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5. MicroRNA expresni profil u rektalni formy KRK se lisi od

expresniho profilu nadoru tlustého streva a nenadorové tkané

5.1. Uvod do problematiky

Jak jiz bylo zminéno, KRK je zdvazné nadorové onemocnéni tlustého stieva, které ma
celosvétoveé stale vysokou incidenci a mortalitu. Navzdory pokroku v chirurgické operativé KRK
a novym onkologickym rezimim lécby maji pacienti se stejnym stadiem KRK rozdilnou
odpovéd na lécbu a dlouhodobé prezivani (De Divitiis et al. 2014). Identifikace novych
prediktivnich a prognostickych markerd odpovédi na |écbu je proto zcela nezbytna.
Potencialnim markerem odpovédi na lé¢bu by vzhledem ke své roli v onkogenezi mohla byt
microRNA. Ta reguluje genovou expresi prostfednictvim degradace ¢i blokace mRNA, ¢imz
ovliviuje regulaci biologickych procesu, jako jsou apoptdza, bunécna proliferace, diferenciace

a angiogeneze (Mendell and Olson 2012).

V posledni dobé roste pocet informaci o souvislosti mutaci genli microRNA se zménou
genové exprese onkogenl a tumor-supresorovych gend vedoucich k iniciaci a progresi KRK.
Ke kompletizaci vyznamu microRNA chybi mnoZstvi dalSich udajd a jednim z nich je specificita
v souvislosti s lokalizaci KRK (Schetter et al. 2012; A. M. Strubberg and Madison 2017a). Jak jiz
bylo zminéno vyse, existuje mnoho rozdild mezi rektalni a kolonickou formou KRK. Jedna se
o rozdily napfiklad v embryologii, anatomii, fyziologii, genetice, chirurgické l1é¢bé a odpovédi
na lécbu jako takovou (Frattini et al. 2004; Konishi et al. 1999; G. H. Lee et al. 2015). Tato fakta
poukazuji na to, Ze se pravdépodobné jedna o dvé rozdilné patofyziologické jednotky. Pfesto
nadale existuje jen omezeny pocet studii zabyvajicich se pouze rektalni formou KRK nebo
popisuji expresni profil microRNA v korelaci s odpovédi na neoadjuvantni terapii u pacientt

pravé s rektalni formou KRK.

Cilem nasi studie bylo zmapovat expresni profil doposud znamych microRNA
u rektalni formy KRK a porovnat je s expresnim profilem microRNA u kolonické formy KRK.
Zaroven bylo cilem zhodnotit specifické microRNA v souvislosti s odpovédi na [écbu

u pacientl s rektalni formou KRK.
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5.2. Metody

Provedli jsme analyzu doposud znamych microRNA (2555) u rektalni formy KRK
za uZiti 3D-Gene Toray microrray. Kandidatni microRNA jsme nasledné validovali
na nezavislé kohorté pacientll — tlusté strevo a konecnik (tkan, plazma, exosom). MicroRNA
s nejvice zménénym expresnim profilem jsme ndsledné studovali v bunécnych kulturach

odvozenych od primarnich KRK (Obr. 8.).

rektalni valida¢ni kohorta

100 pari KRK
2 555 20 paru . q
, ) P 71 microRNA 13 microRNA
microRNA rektalni KRK
kolonicka valida¢ni kohorta

102 parit KRK

SW1463 rektalni Plasma - rektalni KRK

T T 4 microRNA 100 pacientii
bunécna linie 31 Kontrol

Obr. 8. Pfehled projektu, prevzato z (Kral et al. 2018)

Do studie jsme zaradili pacienty ze VSeobecné fakultni nemocnice, Thomayerovy
nemocnice a Fakultni nemocnice Plzen. Pacientim s diagnostikovanym KRK (rektalni forma,
kolonicka forma) byla odebrana tkan z tumoru, nenadorova tkan streva z okoli tumoru a krev.
Vzorky byly okamzité po odbéru zmrazeny v tekutém dusiku a ulozeny pfi —80 °C. Odebrali
jsme krev do EDTA zkumavky, a nasledné jsme provedli centrifugaci pfi 500 g po dobu 10 minut
a opét jsme vzorek zamrazili na =80 °C. Zaznamenali jsme Udaje pacient( tykajicich se
lokalizace KRK, TNM Kklasifikace, onkologické Iécby (neoadjuvantni/adjuvantni/paliativni
chemoradioterapie), lokalni ¢i vzdalena rekurence a 5leté preziti. VSechny vzorky
a anamnesticka data jsme anonymizovali. Studie byla schvalena etickymi komisemi lokalnich

nemocnic a vsichni pacienti podepsali informovany souhlas se zafazenim do studie.

5.2.1 Izolace a kontrola kvality RNA

Hluboko zmraZené vzorky tkdni pacientd jsme homogenizovali za uZiti homogenizatoru
tkani (MagNA Lyser Instrument; F. Hoffmann-La Roche, Svycarsko). Po homogenizaci tkani
jsme izolovali celkovou RNA, véetné microRNA, za uZiti mirVana™ miRNA lIsolation Kitu bez
microRNA obohaceni (Thermo Fisher Scientific, USA). Ndsledné jsme zméfili kvalitu
a koncentraci izolované microRNA za pomoci Agilent Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies,

54



USA) s vyuzitim Small RNA Analysis Kitu (Agilent Technologies). Kizolaci extraceluldrni
microRNA z plazmy a exosomu jsme vyuZzili Plasma/Serum Circulating and Exosomal RNA
Purification Kitu (Norgene Biotek, Kanada). Exosomalni microRNA jsme dale izolovali pomoci
ExoQuick™ Exosome Precipitation Solution (System Biosciences, USA). V poslednim kroku
jsme provedli kontrolu kvality mirRNA za uZiti Qubit 3.0 fluorometru a Qubit dsDNA HS Assay

Kitu (Thermo Fisher Scientific).

5.2.2 Screening microRNA pomoci 3D-Gene microarray

Celkem 400 ng RNA ze vzorku tkané jsme spojili s miRNA spike (kat. ¢islo TRT-XR304;
Toray). Dale jsme provedli hybridizaci a promyti dle manudlu od vyrobce (Toray, H-M-R miRNA
protocol 4-Plex V E2 1 EG) za uziti Toray miRNA Labeling Kitu (kat. Cislo TRT-XE211) a Cipu
Toray Human miRNA Oligo chip 4plex (kat. Cislo TRT-XR518). Intenzitu signalu jednotlivych

microRNA jsme analyzovali pomoci 3D-Gene Scanneru 3000 (Toray, Japonsko).

5.2.3 Kvantitativni PCR vzorkdi

U vSech RNA vzork( jsme provedli reverzni transkripci (RT) za uZiti TagMan MicroRNA
Reverse Transcription Kitu (Thermo Fisher Scientific) a PCR cykleru C1000 Touch™ thermal
cycler (Bio-Rad). RovnéZz jsme u vsech vzorkd provedli preamplifikace uZitim TagMan
MicroRNA Assays (Thermo Fisher Scientific) a C1000 Touch™ thermal cycler (Bio-Rad, USA).
Vzorky jsme nasledné validovali pro multiplex RT, preamplifikaci
a kvantitativni PCR (qPCR), které jsme provedli na BioMark™ HD systému (Fluidigm, USA)
vyuZivajici pro genovou expresi 48.48 nebo 96.96 Dynamic Array™ IFC. Validované assaye jsou

popsany v Tabulce 9.
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Tabulka 9. Validované TagMan microRNA assaye (Thermo Fisher Scientific, USA)

miRNA family nazev miRNA miRNA ID miRNA sekvence
miR-1 hsa-miR-1 MIMAT0000416 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU
miR-10 hsa-miR-99b-5p  MIMAT0000689 CACCCGUAGAACCGACCUUGCG
miR-15 hsa-miR-195-5p  MIMAT0000461 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC
hsa-miR-17-5p MIMATO0000070 CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
miR-17 hsa-miR-20a-5p  MIMAT0000075 UAAAGUGCUUAUAGUGCAGGUAG
hsa-miR-20b-5p MIMAT0001413 CAAAGUGCUCAUAGUGCAGGUAG
hsa-miR-106a-5p MIMAT0000103 AAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
miR-18 hsa-miR-18a-5p MIMAT0000072 UAAGGUGCAUCUAGUGCAGAUAG
hsa-miR-18b-5p  MIMAT0001412 UAAGGUGCAUCUAGUGCAGUUAG
miR-19 hsa-miR-19a-3p  MIMAT0000073 UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
hsa-miR-19b-3p  MIMAT0000074 UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
miR-21 hsa-miR-21-5p MIMAT0000076 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
miR-28 hsa-miR-28-3p MIMAT0004502 CACUAGAUUGUGAGCUCCUGGA
miR-103 hsa-miR-103-5p MIMAT0000101 AGCAGCAUUGUACAGGGCUAUGA
hsa-miR-133a-3p MIMAT0000427 UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUG
miR-133 hsa-miR-133b MIMAT0000770 UUUGGUCCCCUUCAACCAGCUA
miR-143 hsa-miR-143-3p MIMAT0000435 UGAGAUGAAGCACUGUAGCUC
miR-145 hsa-miR-145-5p  MIMAT0000437 GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU
miR-186 hsa-miR-186-5p  MIMAT0000456 CAAAGAAUUCUCCUUUUGGGCU
miR-378 hsa-miR-378i MIMAT0019074 ACUGGACUAGGAGUCAGAAGG
miR-497 hsa-miR-497-5p  MIMAT0002820 CAGCAGCACACUGUGGUUUGU
miR-744 hsa-miR-744-5p MIMAT0004945 UGCGGGGCUAGGGCUAACAGCA

5.2.4 Bunécné kultury

Jako bunécné kultury jsme vyuzili lidské bunky RC (SW1463 Sigma-Aldrich; kat. Cislo
90112713). Bunky jsme kultivovali v mediu RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, USA) obohaceného
0 10% bovinni sérum (Gibco), 1ImM I-glutaminu (Biosera, Francie), 1 mM sodium pyruvatu
(Biosera) a 1ImM penicilin-streptomycin (Biosera). Kultivace probihala za teploty 20 °C a plyn(
20 % 0z a 5 % CO,. Bunky jsme déle prenesli na desticku se Sesti komlrkami s 2,5 pmol
MISSION miRNA mimics (hsa-miR-18a, hsa-miR-18b, hsa-miR-19a, hsa-miR-19b;
Sigma-Aldrich) nebo s miRNA mimics negativnich kontrol bez homologie s lidskym genomem
(HMCO0003; Sigma-Aldrich) za uZiti Lipofectain® RNAIMAX 2000 (Invitrogen™, USA). Efektivitu
transfekce jsme hodnotili pomoci miry exprese microRNA v porovnani s negativnimi

kontrolami uzitim gPCR.

Bunky jsme uloZili na desticku se Sesti komUrkami, kdy v jedné kom(rce bylo zhruba
500 bunék. Po 12 dnech byly kolonie fixovany v 3% formaldehydu, obarveny 1% krystalovou

violeti a rucné spocitany. K proliferacnimu testu jsme buriky implantovali na desticku
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s 96 komurkami o hustoté 3x10* bunék na komirku. Metabolickou aktivitu jsme zmé&fFili dle
navodu vyrobce (Roche) po 24 h pfidanim ve vodé rozpustného tetrazolia-1 roztoku.
Absorbance na vinové délce 450 a 690 nm jsme méfili pomoci BioTek ELx808 absorbance

microplate readeru (BioTek, USA).

Migraci bunék jsme realizovali pomoci Transwell permeable support 8.0 um. Migrace
bunék probéhla béhem 48 hodin skrze membranu do RPMI média obsahujici 20% bovinni
sérum. Migrované buriky jsme fixovali pomoci 3% formaldehydu, obarveny 1% krystalovou

violeti a spocitali ve ¢tyfech ndhodné vybranych polich pfi 200ndsobném zvétseni.

5.2.5 Pfedbézné zpracovani qPCR dat

K pfredbéZnému zpracovani dat z qPCR jsme vyuZili nasledujici programy: Fluidigm
Real-Time PCR Analysis software (Fluidigm) a GenEx gPCR data analysis software verze 6
(MultiD, Svédsko). Chybéjici data z 3D-Gene microarray jsme nahradili hodnotami z pozadi.
Data z BioMark™ HD Systému jsme upravili ndsledovné: Cq prah jsme nastavili stejné pro
kazdy array; data z ¢etnych array jsme normalizovali kalibratorem. Cq hodnoty, které byly
mimo kvantitativni limit, jsme odstranili. Chybéjici data jsme nahradili nejvyssi Cq hodnotou
+2. Expresni hladiny tkani jsme normalizovali na expresni profil microRNA 186, ktery jsme
vybrali pomoci NormFinder algoritmu. Expresni hladina vzorkd plazmy jsme normalizovali dle

pramérné expresni hladiny vSsech microRNA.

5.2.6. Statisticka analyza

Statistickou analyzu jsme provedli uzitim GenEx gPCR data analysis software verze
6 (MultiD), SAS 9.3 software (SAS Institute) a programu R verze 3.4.0 (https://www.r-
project.org/). Analyzy jsme provedli separatné pro jednotlivé typy vzorkd (rektum &i kolon).

Hladina vyznamnosti jsme nastavili na a =0,05. P hodnoty jsme korigovali dle Bonferroniho.

5.3. Vysledky

5.3.1. Screening microRNA
V prvnim kroku jsme provedli screening celkem 2 555 microRNA na 20 parech vzork
(20 RC a 20 zdravych tkani) — tzv. ,Discovery set”. Vzorky v Discovery setu nebyly vystaveny

neoadjuvantni terapii, tudiz je jednalo o naivni pacienty. V téchto vzorcich jsme identifikovali
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71 deregulovanych microRNA. Identifikované microRNA byly deregulované v nadorové tkani
bez ohledu na TNM charakteristiku. Celkové bylo 57 microRNA se snizenou expresi
a 14 sexpresi zvySenou (Tabulka 10). Nasledné jsme provedli validaci deregulovanych

microRNA identifikovanych v Discovery setu na vétsim souboru pacientd s RC.

Prvnim krokem pred verifikaci deregulovanych microRNA bylo testovani 71 TagMan
MicroRNA assayi pomoci BioMark HD Systemu. Ze 71 prob proslo vsemi selekénimi kritérii pro
kvantitativni PCR dle doporuceni 22 préb (Tabulka 9). Téchto 22 microRNA jsme nasledné
testovali vtzv. Rectal Validation kohorté, kde bylo celkem 100 par( tkani (tumor
a nenddorova tkan). Do této analyzy jsme zahrnuli pacienty, ktefi byli naivni z hlediska
neoadjuvantni terapie, tak pacienty, ktefi neoadjuvantni terapii podstoupili. Vysledky ukazaly,
Ze v nadorové tkani bylo celkové deregulovano 13 microRNA, kdy 10 z nich vykazovalo vyssi
a 3 nizsi exprese (Obr. 8A). Tyto rozdily jsme nalezli pouze u kohorty pacientd, ktera byla naivni
z hlediska neoadjuvantni terapie. Ti, co podstoupili neoadjuvantni terapii, neméli tyto zmény
v expresnim profilu pfitomny (Obr. 8B). Nase vysledky ukazuji rozdilny expresni profil
microRNA u rektalniho karcinomu v porovnani s nenadorovou tkani a potlaceni téchto rozdilt

v prlibéhu neoadjuvantni terapie.

Tabulka 10. Seznam 71 microRNA deregulovanych v Discovery setu (20 paru vzorku; tumor a zdrava
tkan). Screening na 2 555 doposud znamych microRNA za vyuziti 3D-Gene Toray microarray.

miRNA miRNA ID Logz (T/N)* P
Downregulované (57)

miR-145-5p MIMAT0000437 -2,900 0,00482
miR-143-3p MIMAT0000435 -2,321 0,0249
miR-378i MIMAT0019074 -2,257 0,00466
miR-4294 MIMAT0016849 -2,252 0,0182
miR-6786-5p MIMAT0027472 -2,219 0,00699
miR-572 MIMAT0003237 -2,199 0,00352
miR-6749-5p MIMAT0027398 -2,163 0,00831
miR-1 MIMAT0000416 -2,123 0,00286
miR-4741 MIMAT0019871 -2,108 0,00434
miR-6085 MIMAT0023710 -2,095 0,00918
miR-378e MIMAT0018927 -2,082 0,00561
miR-378g MIMAT0018937 -2,064 0,00850
miR-6131 MIMAT0024615 -2,058 0,0317
miR-4327 MIMAT0016889 -1,990 0,0499
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miR-195-5p
miR-4328
miR-6781-5p
miR-6798-5p
miR-4746-3p
miR-6721-5p
miR-497-5p
miR-133b
miR-8078
miR-744-5p
miR-4665-5p
miR-4651
miR-6820-5p
miR-6762-5p
miR-378d
miR-92a-2-5p
miR-4655-5p
miR-6068
miR-378f
miR-1909-3p
miR-6752-5p
miR-564
miR-133a-3p
miR-7704
miR-4747-3p
miR-1203
miR-30c-1-3p
miR-4258
miR-4638-3p
miR-3122
miR-99b-5p
miR-4787-3p
miR-143-5p
miR-615-5p
miR-28-3p
miR-186-5p
miR-4783-5p
miR-193

MIMATO0000461
MIMAT0016926
MIMAT0027462
MIMAT0027496
MIMAT0019881
MIMAT0025852
MIMAT0002820
MIMATO0000770
MIMAT0031005
MIMAT0004945
MIMAT0019739
MIMAT0019715
MIMAT0027540
MIMAT0027424
MIMAT0018926
MIMAT0004508
MIMAT0019721
MIMAT0023693
MIMAT0018932
MIMATO0007883
MIMAT0027404
MIMAT0003228
MIMAT0000427
MIMAT0030019
MIMAT0019883
MIMATO0005866
MIMATO0004674
MIMAT0016879
MIMAT0019696
MIMAT0014984
MIMAT0000689
MIMAT0019957
MIMAT0004599
MIMAT0004804
MIMAT0004502
MIMATO0000456
MIMAT0019946
MIMATO0000459

-1,981
-1,948
-1,931
-1,904
-1,876
-1,876
-1,870
-1,860
-1,827
-1,818
-1,776
-1,776
-1,766
-1,757
-1,728
-1,725
-1,719
-1,716
-1,706
-1,699
-1,698
-1,674
-1,652
-1,633
-1,633
-1,618
-1,580
-1,529
-1,506
-1,479
-1,473
-1,414
-1,394
-1,371
-1,333
-1,268
-1,252
-1,100

0,0496
0,0195
0,0196
0,0377
0,00238
0,0209
0,0399
0,00515
0,0231
0,0416
0,0371
0,0354
0,0423
0,0404
0,0466
0,0306
0,0327
0,0169
0,0432
0,0441
0,0434
0,00762
0,00923
0,0288
0,0241
0,0405
0,0499
0,0487
0,0270
0,0153
0,0416
0,0415
0,0475
0,0258
0,0394
0,0379
0,0315
0,0492
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miR-1226-5p MIMATO0005576 -1,029 0,0440

miR-1193 MIMAT0015049 -1,027 0,0342
miR-4313 MIMAT0016865 -1,017 0,0358
miR-514b-5p MIMAT0015087 -1,015 0,0406
miR-6780a-5p MIMAT0027460 -1,002 0,0490

Upregulované (14)

miR-7515 MIMAT0029310 1,067 0,0448
miR-96-5p MIMATO0000095 1,317 0,0322
miR-3651 MIMAT0018071 1,572 0,0243
miR-3175 MIMAT0015052 1,665 0,0477
miR-6516-3p MIMAT0030418 1,755 0,00654
miR-19b-3p MIMATO0000074 1,818 0,0382
miR-19a-3p MIMATO0000073 1,982 0,0282
miR-18a-5p MIMATO0000072 1,991 0,00474
miR-18b-5p MIMAT0001412 2,018 0,00370
miR-20b-5p MIMAT0001413 2,453 0,0131
miR-17-5p MIMATO0000070 2,515 0,00431
miR-106a-5p MIMATO0000103 2,530 0,00254
miR-20a-5p MIMATO0000075 2,562 0,00473
miR-21-5p MIMATO0000076 2,942 0,00478

5.3.2. Profil microRNA u rektalni a kolonické formy KRK

V naSem projektu jsme si rovnéz chtéli zodpovédét otazku, zda deregulované
microRNA identifikované u RC jsou pro tento nador charakteristické. Z tohoto dlvodu jsme
otestovali nami zjisténych 22 microRNA, které prosly vSsemi validacemi pomoci gPCR,
a otestovali jsme je na tzv. Colon Validation kohorté Citajici celkem 102 parQ tkani (tumor
a zdrava tkan). Vétsina zidentifikovanych microRNA byla shodnd jak pro RC, tak pro
kolonickou formu KRK (Obr. 9A). Pouze microRNA 744 méla vyssi expresi jen u RC, nikoliv vSak
u kolonické formy KRK. Na druhou stranu nékteré microRNA byly deregulovany pouze
v kolonické formé KRK (miR-133a, -133b, -1, -143, -28 — sniZzena exprese), (miR-103 — zvySena
exprese) a nikoliv u RC (Obr. 9C). Z dosavadnich vysledku je ziejmé, Ze profil microRNA u RC
a kolonické formy KRK je podobny s vyjimkou nékolika microRNA specifickych bud' pro rektalni

nebo kolonicky karcinom.
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Obr. 9. Signifikantné deregulované microRNA v tumoru (T) a zdravé tkani (N). (A) MicroRNA
deregulované v RC u 69 neoadjuvantné naivnich pacientt. (B) Rozdily v expresnim profilu microRNA
nejsou detekovany mezi tumorem a zdravou tkani u pacientti Ié¢enych neoadjuvantni terapii. (C)
Deregulované microRNA u celkové 102 pari (tumor/zdrava tkar) nadora kolon. Srafované sloupce

reprezentuji microRNA spole¢né pro RC a tumor kolon (Kral et al. 2018).

5.3.3. Profil microRNA a odpovéd na lécbu

Identifikované microRNA u RC jsme dale korelovali s klinicko-patologickou
charakteristikou pacient(. Jednalo se predevsim o pokrocilost nddorového onemocnéni (TNM
klasifikace), odpovéd pacienta na adjuvantni terapii a 5leté prezivani pacientl od stanovani
diagndzy. V této analyze jsme vyhodnotili celkem 69 pacient(, ktefi absolvovali neoadjuvantni
terapii. Identifikovali jsme microRNA, ktera je spojena s progresi nadorového procesu, to
znamena s TNM klasifikaci v dobé diagndzy. Hladina miR-21 byla signifikantné vyssi u nadora
ve stadiu IV (n = 15) nez ve stadiu I-lll (n = 50) (Obr. 10A). Nékolik microRNA se ukazalo byt
odlisné exprimovano v RC, ktery pozitivné reagoval na adjuvantni terapii (bez zndmek recidivy
tumoru po dokonceni terapie, n = 50) oproti tém pacientdm, ktefi nereagovali na Iécbu a méli
recidivu onemocnéni (lokalni recidiva tumoru na konci léCby, n = 7) (Obr. 10B). Tyto microRNA

se zdaji byt specifické pro RC, Zadna z nich nebyla spojena s odpovédi na |é¢bu Ci pfezivanim
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u kolonické formy KRK. Vétsina téchto microRNA je organizovana do clusteru mir-17/92 (Obr.

10C).

A B
Rektum
i 60+ ) Recidivane @ Recidivaano
15-
_ _ 404
£ £
[ =
3 10- 3 20+
£ £ -20-
N N
-40 1
o.
¢ & o0
o3 P R N R P R e R
&< 5l B A o R NP P
& & Q-’\ é& «,@ Q:,\q «,19 Q—'\ @,9 \Qe q“b Q:\‘b
’ g 4 3 N . h s &
¢ & §F "TSFFEFTFEFsEd
C
R-18 family
miR-17/92  __'miR-17 _w[imm-flna’ - miR-19a __ miR-20a .. miR-19b1 . miR-92a1 ..
cluster

miR-106a/363 miR-1 os,_%m[nijsjga_ miR-20b __ miR-19b2 _miR-92a2 _. miR-363 _
cluster ! I

miR-106b/25 miR-106b miR-93 _. miR-25
cluster

Obr. 10. MicroRNA spojené s progresi nadoru a odpovédi na lécbu. (A) Expresni hladina microRNA
21 je spojena s diseminaci RC, upregulace této microRNA byla detekovana u stadia IV oproti stadiu
I-1ll. (B) Panel microRNA spojené s recidivou RC po adjuvantni terapii. Vétsina identifikovanych
microRNA patii do clusteru miR-17/92. (C) Clenové clusteru miR-17/92 obsahuje dva paralogy — miR-
106a/363 a miR-106b/25. MicroRNA identifikovany v nasem projektu jsou tuéné. €lenové clusteru
rodiny miR-17 jsou oranZové zvyraznéni, rodina miR-18 tyrkysové, rodina miR-92 fialové (Kral et al.

2018).

5.3.4. Cluster miR-17/92 a odpovéd na lécbu

Z nasich dosavadnich vysledkl plyne, Ze microRNA v clusteru miR-17/92 byly nejenom
deregulované v nadorové tkani, ale rovnéz byly spjaty s odpovédi na adjuvantni chemoterapii.
Dalsim krokem naseho projektu bylo zhodnoceni expresniho profilu clusteru miR-17/92
v plazmé a exosomu v korelaci s odpovédi pacienta na Ié¢bu. Vysetfili jsme celkem 100
pacientd s RC, kterym byla odebrdna plazma v dobé diagndézy (T0), dale v dobé po skonceni
adjuvantni terapie (T1) a rok od stanoveni diagnozy (T2). Pacienti v T2 byli pouze ti, ktefi

neméli zndmky recidivy zakladniho onemocnéni. Ve skupiné TO jsme vysetfili celkem 88 vzorku
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plazmy a 52 vzork(l exosomu, ve skupiné T1 bylo celkem 38 vzorkd plazmy a 35 vzorku
exosomu a nakonec ve skupiné T2 jsme analyzovali 27 vzork( plazmy a 22 vzork( exosomu.
Pacienty s RC jsme porovnali s 31 kontrolnimi osobami. Veskeré microRNA jsme detekovali jak
v plazmé, tak v exosomu. Expresni hladiny microRNA z plazmy se neliSily mezi pacienty s KRK
a zdravymi kontrolami. Rozdily nebyly patrny napfi¢ skupinami TO, T1 a T2. Expresni hladiny
microRNA se na rozdil od vzorkd plazmy liSily u exosomu. V dobé diagndzy (TO) byly u téchto
pacientl detekovany rozdilné expresni hladiny oproti zdravé kontrole. Téchto rozdill
v expresnim profilu microRNA v exosomu naopak ubyvalo s ¢asem, respektive u pacient(, kde
jiz karcinom nebyl pfitomen (T2) (Obr. 11 A-H). Nase data ukazuji, Ze exosomalni profil

microRNA u RC vyrazné lépe odrdzi priilbéh onemocnéni.
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Obr. 11. Expresni profil clusteru miR-17/92 u pacientti s RC v porovnani se zdravou kontrolou. (A-H)
hladiny microRNA méfené v exosomu se lisili u pacientli s RC oproti zdravé kontrole. Hladiny
microRNA méiené v plazmé nebyly rozdilné oproti zdravé kontrole. Vzorky byly odebirané v dobé
diagnoézy karcinomu (T0), po dokonceni adjuvantni terapie (T1) a rok od stanované diagndzy (T2).
Pacienti ve skupiné T2 byli bez zndmek recidivy zakladniho onemocnéni. TO: exosom n = 52, plazma
= 88; T1: exosom n = 35, plazma = 38; T2: exosom n = 22, plazma = 27. *P <0,05, ***P <0,001 (Kral et
al. 2018).

5.3.5. microRNA 18 a 19 ovliviuji proliferaci a migraci bunék

MicroRNA 18 (18a a 18b) a 19 (19a a 19b) byly v nasem souboru spojeny s odpovédi
na lécbu. Z tohoto divodu jsme zhodnotili vliv téchto microRNA na proliferaci a migraci bunék
s RC. V bunécnych kulturach SW1463 jsme zjistili zvySenou expresi jak microRNA 18a/18b, tak
19a/19b. Analyza rovnéz ukazala jejich schopnost vyvolat zvyseni proliferace a migrace
bunécné kolonie. Tyto vysledky jsme potvrdili pomoci qPCR (Obr. 12A). Pozorovali jsme
vyznamné zvySenou proliferacni aktivitu bunék SW1463, které zvySené exprimovali
microRNA-18b (Obr. 12B-C). NasSe vysledky poukazuji, Ze microRNA-18b by mohla byt
zvyhodnujicim faktorem pro rlist nadorovych bunék. Na druhou stranu jsme pozorovali nizsi
schopnost migrace bunék SW1463 pfi zvySené expresi microRNA-18a a -19a (Obr. 12D). Nase
analyza ukazala, Ze microRNA rodiny -18 a -19, které jsou rovnéz soucasti clusteru miR-17/92,

maji schopnost ovlivnit migraci a proliferaci bunék RC.
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Obr. 12. Expresni profil microRNA z clusteru miR-17/92 a jejich vliv na migraci a proliferace bunék
rektalniho karcinomu. (A) Schopnost bunék SW1463 transfekce v porovnani s negativni kontrolou
(NC) reprezentované zménou expresniho profilu dané microRNA. (B) Vliv microRNA-18a/18b

a microRNA-19a/19b na proliferaci, (C) formovani kolonie a (D) schopnost migrace. *P <0,05 (Kral et

al. 2018).

5.4. Diskuse

MicroRNA hraje Ustfedni roli v regulaci genové exprese a v patogeneze nadorového
onemocnéni a mlze vystupovat jako onkogen ¢i tumor-supresorovy gen (C. Z. Chen 2005).
| pres vSechny rozdily v Ié¢bé a progndze adenokarcinomu rekta a kolon jsou tyto dvé entity
studovany jako jedna choroba. Tento fakt nas vedl k zhodnoceni molekuldrnich odliSnosti
téchto dvou entit se zamérenim na rozdily v expresnim profilu microRNA a vztahu téchto

microRNA k odpovédi na Iécbu.
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Provedli jsme Siroky screening celkem 2 555 microRNA na 20 parech vzork( (tumor
a nenadorova tkan), kde jsme identifikovali celkem 71 deregulovanych microRNA u rektalni
formy KRK. VétSina téchto microRNA méla sniZzenou expresi oproti nenadorové tkani
(57 versus 14). To nas vedlo k zavéru, Zze béhem karcinogeneze rektalni formy KRK je expresni
profil vétSiny microRNA snizeny. Z dosavadnich studii se zdd byt snizena exprese microRNA
v patogenezi nadorového onemocnéni ¢astéjsi nez jeji zvyseni (J. Lu et al. 2005; M. Williams
et al. 2017). SniZzené exprese microRNA v patogenezi nddorového procesu lze vysvétlit
poruchami v syntéze microRNA, mutacemi gen(i pro microRNA ¢i epigenetickymi zménami
v promotorovych oblasti genl pro microRNA. Timto dochazi k poruse regulace genové
exprese vedouci k poruse diferenciace bunky a apoptdzy, které nasledné vedou ke vzniku
nadorové buriky (C. Z. Chen 2005). V posledni dobé bylo publikovano nékolik studii, které se
zamérily na expresni profil microRNA u rektdlni formy KRK (Carames et al. 2015; Carames et
al. 2016; Drebber et al. 2011; Lopes-Ramos et al. 2014; Pelossof et al. 2016; Svoboda et al.
2008; Svoboda et al. 2012; Yu et al. 2016). Bohuzel vétsSina téchto studii je limitovana malym
poctem vysSetfovanych pacientd, ¢i nizkym poctem testovanych microRNA bez predchoziho
screeningu kandidatnich microRNA. Dalsi limitaci studii byla odliSnd metodologie ulozeni
vzork(l. Tato fakta pravdépodobné vedla krozdilnym vysledkiim napti¢ studiemi, a tudiz
i k obtizné interpretaci vysledkd v kontextu dosavadni literatury. Vyjimkou v téchto studiich
byla studie publikovana Gaedckem a spol., ktera zhodnotila 57 RC a nenddorovych tkani
(Gaedcke et al. 2012). Autofi provedli screening celkem 2 090 microRNA, kde identifikovali
20 microRNA, které meély zvySenou expresi a 29 microRNA se snizenou expresi. V porovnani
s naSimi daty jsme presto nepozorovali vyznamné prekryti vysledkd, pouze nékteré microRNA
se shodovaly svysledky Gaedckeho a spol., véetné charakteru exprese. Ve shodé byly
nasledujici microRNA: a) miR-17, -18a, -21 mély exprese zvysené; b) miR-195, -378, -143,
-145, -1 pak snizené.

V nasledujici fazi projektu byla provedena validace 71 microRNA na setu
100 RC a zdravé tkané, kde jsme identifikovali celkem 13 deregulovanych microRNA. Nicméné
je tfeba podotknout, Ze z 71 microRNA zjisténé screeningem jich bylo k analyze vyuZito pouze
22 microRNA, a to pro nesplnéni kritérii zbylych microRNA pro optimalni gPCR dle MIQE
doporuceni (Bustin et al. 2009). Respektovani téchto doporuceni mohlo vést k arteficialnimu

snizeni pocCtu akceptovanych microRNA.
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V nasem projektu bylo identifikovano celkem 8 microRNA se zvySenou expresi, které
jsou soucasti clusteru miR-17/92. Presto, Ze v patogenezi karcinomU (prs, plice, pankreas,
prostata, kolon, Zaludek) nachdzime predevsim microRNA s expresi snizenou, tak cluster
miR-17/92 je vidy se zvySenou expresi (He et al. 2005; Volinia et al. 2006). Tento cluster je
zodpovédny za Cetné procesy v bunce jako je bunécénd proliferace (TGF-B, SMAD), regulace

bunécéného cyklu (p21, E2F1) ¢i bunécna smrt (PTEN, BCL2) (Mogilyansky and Rigoutsos 2013).

Lokalné pokrocila forma rektdlni formy KRK je v prvni fazi IéCena neoadjuvantni terapii.
Z tohoto dlvodu byli ve screeningu zahrnuti pouze pacienti naivni k neoadjuvantni terapii.
Na druhou stranu valida¢ni kohorta obsahovala jak pacienty |é¢ené neoadjuvantni terapii, tak
pacienty, ktefi nebyli |éCeni. Divodem bylo pozorovani efektu lécby na expresni profil
microRNA. Svoboda a spol. identifikovali dvé microRNA (miR-125b a miR-137), které mély
zvySenou expresi u 6 RC pred a po dvou tydnech neoadjuvantni |éCby. Autofi predpokladali,
Ze hladiny microRNA se navrati do normalu poté, co dojde k dostatecnému zaléceni
nadorového procesu (Svoboda et al. 2008). Snizeni rozdilu v expresi microRNA u nadoru
|é¢eného neoadjuvantni terapii a zdravé tkdané ma dvé mozné priciny: i) zména exprese
microRNA u tumoru reagujiciho na léébu smérem k expresnimu profilu zdravé tkané; ii) pomér
nadorovych a stromalnich bunék je posunut smérem ke stromatu, a nasledné ztraci profil
nadorové tkané. Vysetreni takové tkané by pomoci laserové mikrodisekce mohlo tuto otazku

zodpovédét.

Porovnani expresniho profilu microRNA u kolon a rekta ukazuje fadu podobnosti.
Pfesto jsme zaznamenali drobné rozdily. Sest microRNA bylo specifickych pro kolon, z ¢ehoz
miR-744 ma zvysenou expresi pouze u rektalni formy KRK. Na druhé strané miR-17, -18a/b,
-20a/b, -21 a -106a maji expresi snizenu v obou lokalizacich (Motoyama et al. 2009; Slattery
et al. 2016; Ashlee M. Strubberg and Madison 2017b). Nase data rovnéz ukazuji, Ze cluster

miR-17/92 hraje duleZitou roli v patogenezi KRK bez ohledu na lokalizaci.

V poslednich letech byla microRNA zkoumana jako mozny biomarker ¢asného zachytu
nadoru a odpovédi na lécbu. Ztohoto divodu jsme vyhodnotili profil microRNA u RC
s klinickymi daty v€etné odpovédi pacientll na |écbu. Po vyhodnoceni klinickych dat s korelaci
s expresnim profilem jsme identifikovali miR-21, kterd byla vyrazné exprimovana

u pacientl s pokrocilym nadorem (TNM IV). Nase vysledky jsou v souladu s publikovanymi
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studiemi, které ukazuji, Ze vys$si hladiny miR-21 jsou nachdzeny u pacient( s vice pokrocilym
KRK a celkové horsi prognézou (Faltejskova et al. 2012; Kulda et al. 2010; Mima et al. 2016;
Schetter et al. 2008). RovnéZz negativni korelace mezi expresni miR-21 a mortalitou byla
popsana jen pro RC (Li et al. 2013; Slattery et al. 2016). V nasi studii jsme rovnéz pozorovali,
Ze cluster miR-17/92 byl spojeny s odpovédi pacient na adjuvantni terapii. Hladiny miR-17,
-18a/b, -19a/b, -20a/b a -106a mély zasadné zvySenou expresi v nadorech, které mély
nasledné po lé¢bé rekurenci oproti nador(im, které byly v remisi. Rovnéz kromé clusteru miR-
17/92 i dali microRNA (miR-133a/b, -1, -143, -195) byly spjaty s odpovédi na lé¢bu. Zadné

z téchto microRNA nemély vztah k odpovédi na lécbu u KRK.

V projektu jsme provedli také analyzu clusteru miR-17/92 v periferni krvi. Byla
analyzovana plazma a plazmatické exosomy pacientl s rektalni formou KRK. Vzorky plazmy
byly odebrany v dobé diagndzy karcinomu a nasledné 6 a 12 mésicl od stanoveni diagndzy.
Posledni vzorky byly odebirdny u pacienttd v remisi. Z vysledkd mUZzeme konstatovat, Ze spisSe
neZ plazma jako takova, plazmatické exosomy Iépe odrazi prlibéh onemocnéni. Exosomy jsou
drobné lipidové Castice tvorené burikami, které hraji dtleZitou roli v mezibunééné komunikaci.
Jsou aktivné vylucovany nadorovymi bunkami do svého okoli s cilem ovlivnit pfilehlé buriky.
Exosomy poskytuji microRNA lepsi ochranu pred degradaci, a tudiz je jejich koncentrace vyssi
nez v béiné plazmé. Exosomy ztohoto divodu slouZi jako zdroj moZnych biomarker(
(Matsumura et al. 2015; Ogata-Kawata et al. 2014). Podaftilo se nam prokazat, Ze jak hladina
clusteru miR-17/92 v exosomech, tak i vtumoru, vykazuje spojitost srekurenci RC.
K objasnéni naseho pozorovani jsme simulovali zvySeni exprese miR-18a/b a miR-19a/b na
bunécné kultufe SW1463 a pozorovali jsme bunécnou proliferaci a migraci. Post-transfekcni
exprese miR-18b byla vyrazné vyssi oproti ostatnim tfem microRNA, a proto tento fakt mohl
ovlivnit nase pozorovani. Nicméné zvySeni exprese miR-18b bylo spjato srlstem bunék
rektalniho karcinomu, coz muize byt dlivodem, proc cluster miR-17/92 byva bézné nadmérné
exprimovan v KRK. Tento fakt rovnéz podporuje nové publikovana prace o miR-19a, kterd
podporuje proliferaci a migraci nddorovych bunék kolon (Liu et al. 2017). V nasi studii miR-18a
a -19a maji inhibi¢ni efekt na migraci nadorovych bunék rekta. Tento nélez je ale v rozporu se
vzorky lidské tkané, kde vysoké hladiny exprese byly spojeny s relapsem nadoru, a to spise
poukazuje na pozitivni efekt z hlediska migrace nadorovych bunék. Pravdépodobnym

divodem, proc cluster miR-17/92 bude mit pozitivni vliv na migraci, je inhibice transkripéniho
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faktoru E2F1-3. RovnéZz E2F1-3 blokuje zpétné expresi clusteru miR-17/92. Tento
zpétnovazebny efekt mezi clusterem miR-17/92 a E2F zajistuje mechanismus regulace
bunééného cyklu. V pfipadé nadmérné exprese clusteru miR-17/92 je tento zpétnovazebny

mechanismus narusen a dochazi k bunécné proliferaci (Woods et al. 2007).
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6. Exprese lokusi kvantitativniho znaku u genti ABC transportérti a

jejich vliv na prezivani pacientti s KRK Iécenych 5-FU

6.1. Uvod do problematiky

Genové varianty (napf. SNP) hraji vyznamnou roli v predispozici, rozvoji a progresi KRK
(Valle et al. 2019). Diky modernim technologiim, jako je sekvenovani nové generace ¢i GWAS
studie, byly identifikovany oblasti gent (lokusy), které by mohly byt spojeny s predispozici ke
KRK. Existuji pouze omezena data, ktera by pfimou spojitost mezi expresi identifikovaného
lokusu s predispozici nebo progresi KRK potvrdila (Bonjoch et al. 2019; Huyghe et al. 2019).
Vyzkum spojitosti mezi SNPs a jejich vliv na genovou expresi na genomové urovni znamé jako
QTL (lokus, jehoz genotyp vyznamné ovliviiuje variabilitu kvantitativniho znaku) by mohl vést
k lepsiinterpretaci funkce téchto variant v patogenezi KRK (Closa et al. 2014). Stanoveni
exprese QTL (eQTL) je metoda, diky které mGzeme identifikovat lokusy zodpovédné za riziko
vzniku onemocnéni a tim zvysit silu GWAS studii, popripadé odhalit geny, které by poukazaly

na nové mechanismy spojené s patogenezi KRK ¢i odpovédi na [écbu (Abo et al. 2012).

ATP-binding cassette (ABC) transportéry jsou odpovédné za export exogennich latek
z bunky do zevniho prostiedi, a tim hraji klicovou roli ve vzniku chemorezistence (Choi and Yu
2014). Exprese genll pro ABC transportéry a aktivita transportér(i na bazolateralni a apikalni
strané epitelu je zdsadni v souvislosti s dostupnosti |éCiva, interakcemi mezi léCivy, odpovédi

na lécbu, a s toxicitou (Hlavata et al. 2012).

Cilem naseho projektu je zhodnoceni, zda eQTL pro ABC transportéry mohou ovlivnit

metabolické drahy léciva a tim odpovéd pacienta na Ié¢bu (Pardini et al. 2012).

6.2. Metodika studie

6.2.1 Studovany soubor
Do naseho projektu jsme zaradili 1098 pacientli s KRK a 1442 kontrol. Detailni
charakteristika souboru je uvedena v pfiloze 3 (Vymetalkova et al. 2014). Vsichni pacienti
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zarazeni do studie podepsali informovany souhlas, studie byla schvalena Etickou komisi pfi
Institutu klinické a experimentalni mediciny a Thomayerové nemocnici s multicentrickou

plUsobnosti (Praha).

6.2.2 Follow-up pacientt

Pacienti s KRK jsme sledovali do 31. prosince 2016. U vSech jsme zaznamenali klinicka
data jako jsou diagndza, lokalizace nadoru, TNM klasifikace, diferenciace nadoru, zahajeni
adjuvantni chemoterapie, pritomnost vzdalenych metastaz, recidiva onemocnéni a Umrti.
Celkem 411 pacientll s KRK obdrzelo adjuvantni terapii na bazi 5-FU. U pacient( bylo
kombinovano nékolik moznych rezimd adjuvantni chemoterapie: 1) Mayo — 5-FU (425 mg/m?)
a leukovorin (10 mg/m?) po dobu 5 dnl kazdé 4 tydny, celkem 6 cykld; 1) DeGramont —
leukovorin (200 mg/m?) na 2 hodiny, nasledné bolus 5-FU (400 mg/m?) a poté kontinualni
infuze 5-FU (2400-3000 mg/m?) po dobu 46 hodin. Pacienti s metastatickym KRK podstoupili
nasledujici rezim: 1ll) FOLFOX4 — oxaliplatina (85 mg/m?) a leukovorin (200 mg/m?) po dobu
2 hodin simultdnné, nasledné bolus 5-FU (400 mg/m?) a poté opét 5-FU (600 mg/m?) prvni
den, druhy den néasledné leukovorin (200 mg/m?) a poté bolus 5-FU (400 mg/m?)
a nasledné opét 5-FU (600 mg/m?). Tento rezim byl opakovén kazdé dva tydny. Celkem

440 pacientlim nebyla podana adjuvantni chemoterapie po chirurgické resekci nadoru.

6.2.3 Vybér eQTL polymorfismu
Existuje 7 rodin genl pro ABC transportéry, které kodujici 48 odliSnych proteind. Pro
kazdy ABC gen jsme vyhledali informace o kddujicich a nekddujicich SNPs za vyuziti SCAN

databaze (http://www.scandb.org/newinterface/about.html). Databaze poskytuje informace

o poctu odlisSné prepisovanych genl pro kazdy SNP v lymfoblastickych bunécénych liniich.
Vybrané eQTL SNP byly dale selektovany dle MAF >5 % (minor allele frequency) v evropské
populaci. Vybrané SNP jsme rovnéZ analyzovali jako moZné tzv. master regulators of
expression (geny, které reguluji expresi dalsi fady gen(). V tomto pfipadé master regulator
of expression byl definovdn jako gen, ktery reguluje minimalné dalSich 40 gen( (Pardini et al.
2012). Kandidatni eQTL SNPs jsme validovali pomoci Genopyte-Tissue Expression project

(GTEx; https://gtexportal.org/home/, verze V6p) (Battle et al. 2017). K analyze exprese

vybranych gend jsme vyuZili EnrichR software (Kuleshov et al. 2016).
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6.2.4 Analyza SNP
DNA jsme izolovali z lymfocyt( z periferni krve. Genotypizaci vybranych 14 ABC SNP
jsme provedli pomoci KASP* od LGC Genomics (Hoddesdon, Herts, UK,

http://www.lgcgenomics.com/genotyping/kasp-genotyping-reagents/). Z ddvodu kontroly

kvality jsme stejny pocet vzork(l od pacientld s KRK a kontrol rozloZili ndhodné na kaZzdou
desku. Duplicitni vzorky (5 % vsech vzorkd) jsme analyzovali pro kazdy SNP. Genotypy
s nejasnym vysledkem jsme vyradili ze studie. Dvé genotypové assaye neprosly validaci a byly
vyfazeny. Genotypova korelace mezi duplicitnimi vzorky byla vyssi nez 95 %. Genotype call

rate (proporce genotypl bez chybéjicich dat) mezi SNP se pohyboval mezi 94 a 99 %.

6.2.5 Statisticka analyza

Pomoci y-kvadrat testu jsme nastavili hladinu vyznamnosti na a = 0,05. Genotypy
u kontrolni skupiny byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Ke stanoveni spojitosti mezi
genotypy a rizikem KRK byla pouZita metoda multivariantni regresni analyzy. Spojitost mezi
SNP a rizikem vzniku KRK byla stanovena pomoci odhadnuti miry relativniho rizika (Odds ratio,
OR) s 95 % intervalem spolehlivosti. P hodnoty byly povaZovdny za statisticky vyznamné pfi
hodnoté p < 0,05. Bonferroniho korekce méla hranici vyznamnosti nastavenou na 0,004 pro

12 studovanych SNP.

Celkové prezivani pacientl (OS) s KRK jsme hodnotili pomoci data amrti, pro ty ktefi
byli nazivu pak ukonéenim studie (31. 12. 2016). PreZivani bez progrese onemocnéni (PFS)
jsme definovali jako dobu od operace nebo ukonceni terapie do objeveni se vzdalenych
metastaz, rekurence zakladniho onemocnéni nebo smrti. Relativni riziko rekurence ¢i smrti
jsme odhadli pomoci pomeéru rizik (hazard ratio, HR) pouzitim Coxovy regresni analyzy. Kfivku
preziti jsme vytvofili pomoci Kaplan-Meierovy metody. Multivariantni analyza preziti byla
upravena s ohledem na vék, pohlavi, TNM klasifikaci a chemoterapii. Statistickou analyza

byla zpracovana pomoci R softwaru (http://www.rproject.org).
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6.3. Vysledky

6.3.1 Vybér SNP
Z celkového poctu 23951 SNP, které jsme identifikovali ve 48 genech ABC

transportért, jsme vybrali ve SCAN databazi 1542 SNP z dlivodu jejich pravdépodobné funkce

regulatorl genové exprese dalSich genl (http://www.scandb.org/newinterface/about.html).

Z téchto 1542 SNP jsme vybrali SNP dle dalSich kritérii (MAF >5 % v evropské populaci, analyza
vazebné nerovnovahy). Nasledné jsme vytvofili seznam 26 eQTL v 15 genech pro ABC
transportéry. V dalSim kroku jsme opét pomoci SCAN databdaze vybrali SNP s roli master
regulators. Po aplikaci vSech kritérii bylo vybrano 6 ABC SNPs jako tvz. master regulators.
Vybér jsme nasledné rozsitili o SNP fungujici jako eQTL regulujici vice jak 25 gen(, ale méné
jak 40. Nakonec jsme vybrali 6 SNP jako master regulators a 8 SNP regulujici vice jako 25 gend,
ale méné jak 40. Assaye pro SNP rs3758953 v ABCC8 a rs12113924 v ABCF2 genech neprosly
validaci a vykazovaly pouze nespecifickou amplifikaci. Ztohoto dlivodu byly vyloudeny

z analyzy (Obr. 13.).

identifikace kandidatnich 48 ABC
gend genl

identifikace v§ech SNPs

uABC genu 23 951 SNPs

analyza eQTL SNPs 1542 SNPs

enotypova analyz
Selekce SNPs g yp y y

14 SNPs
studie analyza
pripad-kontrola prezivani

Obr. 13. Pfehled projektu, pfevzato z (Vymetalkova et al. 2020)
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6.3.2 Vybér kandidatnich SNPs — eQTL analyza
V SCAN databdzi byly pro SNP rs6958591, rs2188966, rs2608288, rs4148105,

rs4147825 a rs480562 pritomné alely, které signifikantné ovliviovaly expresi 124, 72, 57, 49,
44 a 41 gen(. Tyto SNP byly oznaceny v eQTL jako tzv. master regulators (Tabulka 11). Dle dat
z GTEx portdlu, SNPs rs2254884, rs4147825, rs9895649, rs11185610, rs218966, rs6958591,
rs2608288, rs4148105 a rs11685669 nebyly signifikantné spojené s eQTL v Zadné tkani. SNPs
rs4147864 v ABCB4 mél signifikantni dopad na eQTL v oblasti terminalniho ilea. Vyznamny
efekt cis-eQTL jsme pozorovali uSNPs rs3819720 v genuABCB3/TAP2 a genu
HLA-DQBI1 ve stitné Zlaze, svalové tkani, kazi, arterii, jicnu, srdci, tukové tkani, prsu a tenkém
strevé. Signifikantni efekt eQTL SNP rs3819720 s HLA-DQB2 genem jsme pozorovali v tlustém
stfevé, pankreatu, plicich a arteriich. Obdobny vysledek jsme pozorovali také u rs3819720
s HLA-DMA, HLA-DOB, PSMB9, SKIV2L, HLA-DQA1, HLA-DQA2 a C4A geny. SNP rs480562
v ABCB11 funguje jako eQTL pro gen G6PC2 v plicich, kliZi, nervové tkani, tuku a Zaludku. Tento

SNP ma rovnéz efekt na gen NOSTRIN ve varlatech.
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Tabulka 11. ABC geny analyzované pro eQTL SNP dle SCAN databaze

Pocet

SNP s genovou

Seznam

Pocet regulovanych genti

Gen SNP expresi (CEU) SNP pomoci SNP MAF
ABCA1 1070 79 rs1331924 23 0,192
rs2254884 29 0,350

ABCA4 1287 96 rs4147864 27 0,053
rs4147825 a4 0,398

rs3789433 24 0,243

ABCAS5 410 25 rs1476749 22 0,085
rs9895649 32 0,103

rs4968854 24 0,112

ABCA10 441 8 rs1476749 22 0,085
ABCA13 2164 238 rs11185610 30 0,219
ABCB3/TAP2 264 20 rs3819720 36 0,376
ABCB10 221 6 1927204 23 0,138
ABCB11 685 61 rs480562 a1 0,442
ABCC1 1657 91 rs3784860 20 0,477
rs215049 23 0,302

ABCC4 2192 128 rs17189561 22 0,119
ABCCS 559 21 rs3758953 38 0,482
rs2188966 72 0,429

ABCF1 123 10 rs3132610 21 0,115
ABCF2 130 17 rs6958591 124 0,483
rs6949587 23 0,442

rs12113924 26 0,094

rs3800792 21 0,447

rs2608288 57 0,450

ABCG1 633 25 rs4148105 49 0,397
ABCGS 301 27 rs11685669 27 0,204

Tyto tzv. in silico analyzy nam ukazaly, Ze nejvice exprimované geny ve strevni tkani

byly MHC (HLA-DQB1, HLA-BQB, atd.). Je dobfe zndmo, Ze prezentace antigend pomoci MHC

glykoprotein( je stéZejni pro imunitni odpovédi organizmu na nadorové onemocnéni (Reeves

and James 2017).
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6.3.3 Studie pfipadl a kontrol

Do studie jsme zaradili celkem 1098 pacientld s KRK, 708 mélo diagnostikovan KRK

tracniku a 369 KRK rekta. U 21 pacientl nebyla lokalizace KRK zndma, a proto jsme je zaradili

pouze do studie prezivani. Pacienti s KRK v porovnani s kontrolami byli starsi, méli vyssi BMI,

Castéji pozitivni rodinnou anamnézu na KRK a nizsi dosazené vzdélani. V kontrolni skupiné bylo

vice muzu a aktivnich kuraka (Tabulka 12).

Tabulka 12. Charakteristika souboru

Proménna Charakteristika KRK (%) Kontroly (%) OR 95 % Cl P
vék (vékové (18-47) 86(8,0%) 583 (40,4 %) Ref
\r/olzt;eczr:) (47-55) 204 (18,9 %) 413(28,6%) 3,35 2,53-4,44 <0,00001
(55-65) 363 (33,6 %) 278(19,3%) 8,85 6,72-11,65 <0,00001
(65-91) 427 (39,5%) 168 (11,7%) 17,23 12,91- <0,00001
22,99
pohlavi Zeny 418 (38,7 %) 647 (44,9 %) Ref
muZzi 662 (61,3%) 795(55,1%) 1,29 1,10-1,51 0,002
BMI (0-23.7) 184 (22,6 %) 359(26,5%) Ref
(23.7-26.2) 189 (23,1%) 356(26,3%) 1,04 0,81-1,33 0,80
(26.2-28.9) 219(26,9%) 320(23,6%) 1,34 1,04-1,71 0,02
(28.9-53.1) 223 (27,4%) 319(23,6%) 1,36 1,07-1,75 0,01
koureni nekuraci 526 (51,7 %) 800 (58,4 %) Ref
kufaci 160 (15,7 %) 319(23,3%) 0,76 0,61-0,95 0,02
ex kufaci 331(32,6%) 250(183%) 2,01 1,65-2,45 <0,001
rodinna ano 720 (83,5%) 1181 (89,5%) Ref
anamnéza KRK ne 142 (16,5%) 138(10,5%) 1,69 1,31-2,17 <0,0001
misto bydlisté mésto 507 (58,1 %) 932 (68,3 %) Ref
mésto a venkov 126 (14,5%) 170(12,4%) 1,36 1,06-1,76 0,02
venkov 239(27,4%) 263(19,3%) 1,67 1,36-2,05 <0,00001
vzdélani zakladni 268 (31,0%) 221 (16,2 %) Ref
stredoskolské 457 (52,9 %) 801(589%) 0,47 0,38-0,58 <0,00001
vysokoskolské 139 (16,1 %) 339(249%) 0,34 0,26-0,44 <0,00001
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Distribuce genotypl v kontrolni skupiné byla v Hardy-Weinbergovou rovnovaze pro

vsechny SNPs. Nosicstvi genotypu GA v rs3819720 genu ABCB3/TAP2 bylo spojeno s vyssim

rizikem vzniku KRK oproti nosi¢stvi GG genotypu (GA vs. GG; OR = 1,30; 95 % Cl = 1,03-1,65;

P =0,03). Obdobné vysledky jsme pozorovali v dominantnim modelu. Po Bonferroniho korekci

nebyly vSak spojitosti statisticky vyznamné.

6.3.4 Studie prezivani

Do studie prezivani bylo zafazeno celkem 1098 pacientl s KRK. V univariantni analyze

bylo nékolik faktor(, které byly spojeny s kratSim prezivanim pacientd. Mezi né patfi muzské

pohlavi, vyssi vék, koufeni a stadium tumoru (Tabulka 13). Celkem 5 SNP bylo spojeno bud’

s celkovym prezivanim nebo s PFS. Nicméné pokud jsme pracovali s hladinou vyznamnosti

P = 0,004, tak vétsina téchto spojitosti nebyla statisticky vyznamna.

Tabulka 13. Data ovliviiujici OS a PFS u pac. S KRK s dokoncenym follow-up

Proménna N (01 PFS
Charakteristika
HR (95 % Cl) P HR (95 % CI) P

Pohlavi Zeny 427 |Ref Ref

Muzi 656 |1,54(1,23-1,92) 0,0001 1,35 (1,09-1,68) 0,006
vék (roky) <55 293 | Ref Ref

5662 248 1,43 (1,05-1,95) 0,02 1,41 (1,06-1,87) 0,02

63-70 294 1,39 (1,04-1,88) 0,03 1,19 (0,90-1,58) 0,22

>70 248 |2,02(1,50-2,72) <0,0001 |1,04(0,76-1,42) 0,80
Koufeni* Ne 533 |Ref Ref

Ano 493 | 1,26 (1,02-1,56) 0,03 1,14 (0,93-1,41) 0,19
T 1 50 |Ref Ref

2 166 | 2,64 (0,94-7,40) 0,06 2,18 (0,8-5,55) 0,10

3 535 |5,84(2,17-15,71) 0,0005 |5,58(2,30-13,53) 0,0001

4 136 |9,21 (3,36-25,26) <0,0001 |6,96 (2,80-17,27) <0,0001
N 0 498 |Ref Ref

1 260 |2,17(1,69-2,79) <0,0001 |1,87(1,46-2,41) <0,0001

2 68 |3,40(2,35-4,91) <0,0001 |3,43(2,45-4,81) <0,0001
M 0 725 | Ref Ref

1 177 (4,80 (3,83-6,02) <0,0001 |4,56 (3,68-5,65) <0,0001
5-FU terapie Ano 411 |Ref Ref

Ne 440 |1,42(1,13-1,790) 0,003 0,85 (0,68—1,06) 0,14
Stadium I 149 |Ref Ref

Il 293 |2,14(1,32-3,48) 0,002 2,47 (1,51-4,05) 0,0003

i 244 |3,75(2,33-6,03) <0,0001 |3,87(2,38-6,31) <0,0001

v 177 (11,87 (7,44-18,95) <0,0001 |11,86(7,42-18,98) <0,0001
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* skupina koufeni zahrnuje i ex-kuraky

V pfipadé vsech pacientl s KRK byl SNP rs3819720 v ABCB3/TAP2 statisticky vyznamné
spojen s celkovym prezivanim v kodominantnim a dominantnim modelu, i pfi Bonferroniho
korekci (GA vs. GG; HR = 1,48; 95 % Cl = 1,15-1,90; P = 0,002; AA vs. GG; HR = 1,70; 95 %
Cl = 1,18-2,43; P = 0,004; a GA + AA vs. GG; HR = 1,52; 95 % Cl = 1,20-1,93; P = 0,0006;
log-rank test P = 0,05). Pfi rozdéleni dle lokalizace tumoru zUstaly vysledky statisticky
vyznamné pro vSechny oblasti tlustého stfeva (kolon: GA vs. GG; HR = 1,38; 95 % Cl = 1,01-
1,88; P =0,04; a GA + AA vs. GG; HR = 1,40; 95 % ClI = 1,04-1,89; P = 0,03; rektum: GA + AA
vs. GG; HR =1,57; 95 % Cl = 1,03-2,40; P = 0,04) (Obr. 14).

ABCB3/TAP2 rs3819720 - celkové prezivani
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Obr. 14. Kaplan-Meierova kfivka pfeZivani u KRK pacient( s rs3819720 v genu ABCD3/TAP2,

prevzato z (Vymetalkova et al. 2020)

6.3.5 Prezivani a lécba
Ke zhodnoceni vztahu mezi analyzovanymi SNP a odpovédi na Ié¢bu jsme pacienty

rozdélili do tfi skupin dle aplikované terapie: I) pacienti s KRK bez terapie, Il) pacienti s KRK

[éCeni 5-FU, Ill) pacienti s KRK lé¢eni 5-FU v kombinaci s oxaliplatinou. Z univariantni analyzy
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jsme zjistili, Ze nékteré genotypy byly signifikantné spojeny s OS a PFS dle rezimu aplikované
léCby (Tabulka 13). U pacientd, ktefi nebyli léceni chemoterapii, nebyly SNP statisticky
signifikantné spojeny sdélkou prezivani. Ze souboru pacientd lé¢enych pomoci
5-FU bez oxaliplatiny, vykazovali heterozygoti GA rs3819720 v genu ABCB3/TAP2 horsi celkové
prezivani (GA vs. GG; HR = 1,59; 95 % ClI = 1,05-2,41; P = 0,03 a GA + AA vs. GG; HR = 1,60;
95% Cl=1,07-2,38; P=0,02; log-rank test P=0,008) (Obr. 14). Po Bonferroniho korekci nebyly

spojitosti statisticky vyznamné.

ABCB3/TAP2 rs3819720 - celkové prezivani pacientl lécenych 5-FU
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Obr. 15. Kaplan-Meierova kfivka prezivani u KRK pacientti Ié¢enych 5-FU s rs3819720 v
genu ABCD3/TAP2, pievzato z (Vymetalkova et al. 2020)

6.4. Diskuse

Varianty genl kddujicich membranové ABC transportéry mohou sehravat vyznamnou
Ulohu pfi stratifikaci pacientd a stanoveni rizika abnormalni farmakokinetiky
a farmakodynamiky chemoterapeutik (Hlavata et al. 2012). V klinické praxi jsou v [é¢bé KRK
nejdulezitéjsi dva faktory: odpovéd pacienta na lécbu a léky indukovand toxicita. Diky
genetickému testovani se otevira moznost individualizace terapie, odhadovani odpovédi na

|[éCbu a predikce léky indukované toxicity (Bhushan et al. 2009). Jednou z mozZnosti zvySeni
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efektu terapie a redukce toxicity je vyhleddni podskupiny pacient(i s KRK, pro které bude

terapie 5-FU nejvhodnéjsi.

V nasi studii jsme prokazali, Ze z 12 polymorfismU v genech kddujicich ABC
transportéry, které regulovaly genovou expresi velkého poctu gen(, neprokazal ani jeden
z nich spojitost s rizikem vzniku KRK. Nicméné rs3819720 v genu ABCB3/TAP2 byl spojen
s celkovym prezivanim u obou forem KRK (kolon i rektum) po Ié¢bé 5-FU. Pacienti, ktefi byli
GA heterozygoti a variantni homozygoti (AA) méli 1,5x vyssi riziko umrti neZli ti, ktefi variantu
alelu neméli. Na zakladé funkcénich studii na bunéénych kulturach ze SCAN databaze, byl
identifikovan SNP rs3819720 jako regulator 36 gend, a to predevsim v hlavnim MHC. ABCB3
se UcCastni procesu prezentace antigenu transportem MHC proteini (MHC I. tfidy)
z cytoplazmy do endoplazmatického retikula. Snizeni exprese ABCB3 je spojen s poklesem HLA
I. tfidy v nddorovych burikach a tim mozZznym agresivnim chovanim KRK (Atkins et al. 2004;
Singal et al. 1996). Predpoklddame, Ze varianta rs3819720 by mohla hrat roli ve funkci
ABCB3/TAP2 a tim regulovat expresi celé fady genu. Potvrdila by tak spojitost s prezivanim

pacientd lé¢enych 5-FU.

Exprese tumor-specifického antigenu hraje dulezitou roli v protinddorové imunitni
odpovédi zvySenou produkci specifickych T-lymfocytd. Soucasné studie ukazuji, Ze nadory
s celou tadou novych antigenll jsou vice imunogenni, a tak nam davaji vétsi prostor
k efektivnéjsi imunoterapii. MSI instabilita u KRK generuje 10-50x vice neoantigenll nez MSI
stabilni KRK (Llosa et al. 2015). Vyssi exprese antigen(i u pacient(i s MSI ukazuje signifikantni

narust infiltrace T-lymfocyty a tim lepsi progndzu pacienta (Boissiere-Michot et al. 2014).

Studie ukazuji, Ze nékteré nadory maji snizenou expresi receptorl pro MHC |. tridy,
¢imZ dochazi ke sniZeni prezentace nddorovych antigenl na povrchu buriky (Rieth and
Subramanian 2018). Snizeni exprese MHC I. tfidy u pacientl s KRK je rovnézZ spojeno s horsi
progndzou (Watson et al. 2006). Pokles exprese receptord MHC 1. tfidy m(Ze vést k urcité mire
imunotolerance vici nddorovym burikdm. Snizeni poctu receptort vsak pIné tento jev vysvétlit
nedokaze. Proces lze do urcité miry vysvétlit plsobenim dalSich onkolytickych mechanismu,

jako je napriklad pasobeni NK bunék (Rieth and Subramanian 2018).

Jak jiz bylo fec¢eno, gen ABCB3/TAP2 hraje roli ve vzniku chemorezistence (Knox et al.

2018). Rezistence na 5-FU mlze mit mnoho pficin, jako je porucha v influxu ¢i efluxu 1éciva,
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inaktivace |é¢iva nebo mutace v cilovych strukturdch léc¢iva. Kasajima a spol. ukazali, Ze
proteiny TAP1 a TAP2 jsou spojeny s koncentraci infiltrujicich T-lymfocytl, které jsou
pozitivnim prognostickym markerem KRK (Kasajima et al. 2010). Snizena exprese TAP2 byla
spojena s lepsi odpovédi na neoadjuvantni chemoterapii u pacientek s karcinomem prsu

(Litviakov et al. 2016).

Odlisné genové exprese napfi¢ jedinci mGze byt analyzovana jako kvantitativni
fenotyp. Nicméné je tfeba mit na mysli, Ze objevené vztahy byly zjistény na lymfoblastovych
bunécnych liniich, na kterych Ize vérohodné interpretovat spojitost u onemocnéni, ale rovnéz
maji své limity a artefakty (Nica et al. 2010). Jesté do nedavna existovala omezend data
popisujici regulatory exprese a jejich spojitost s rizikem vzniku nadoru, a to predevsim diky
slozitosti a komplexnosti eQTL studii. Diky pokroku v technice, a pfedevsim sekvenaci nové

generace, se dafi tyto limitace prekonavat.

Je tfeba brat v potaz, Ze vétsina spojitosti, ktera nam ve studii vysla, byla statisticky
signifikantni pouze pti nominalni hodnoté P nebo pfi Bonferroniho korekci pfi malém poctu
testovanych hypotéz. Tento fakt je limitaci nasi studie, nicméné tato studie byla explorativni
a jejim cilem bylo zhodnotit potencial eQTL specifickych genl. Nase vysledky musi byt

validovany na vétsi kohorté pacientd.

Zavérem muZeme fict, Ze patrani po eQTL polymorfismech u specifickych gen, které
reguluji expresi dalSich gen(, mlzZe byt podkladem pro zhodnoceni individudini odpovédi

pacientd na lécbu.
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7. Souhrn vysledkt

1. KRK diagnostikovany screeningem lisi z klinicko-patologického hlediska od KRK
diagnostikovaného u symptomatického pacienta. Studie potvrdila efektivitu screeningového
programu, ktery jasné ukazuje celkové lepsi klinicko-patologicky profil KRK v porovnani

s vySetfenymi symptomatickymi pacienty.

2. Expresni profil microRNA u rektalni formy KRK je rozdilny od nenadorové tkané.
Rozdily byly patrné také pfi porovnani rektalni a kolonické formy KRK. Ke zménam expresniho
profilu vedla i onkologicka terapie, nékteré microRNA primo korelovaly s odpovédi na lécbu,
jiné microRNA byly spojeny s vyssi pokrocilosti nadorového onemocnéni a kratSim prezivanim

pacient(.

3. SNP vgenech pro ABC transportéry ovliviiuji individualni odpovéd na lécbu
a prezivani pacientl s KRK. Neprokazali jsme spojitost mezi témito SNP a rizikem vzniku KRK.
Pro SNP rs3819720 v ABCB3/TAP2 jsme prokazali spojitost s kratSim celkovym preZivanim

u specifickych genotyp(.

83



8. Budouci perspektivy

KRK naddle zlstdva zdvazné nadorové onemocnéni na které roné zemre celosvétoveé
témér 900 000 pacientl (Bray et al. 2018). | pres screeningovy program, ktery byl zaveden
v celé fadé zemi, se nadale potykame s nizkou ucasti obyvatel na tomto programu. Studie
jasné ukazuji, gTOKS vedl ke sniZeni incidence i mortality KRK. Sigmoideoskopie ukazala, Ze si
vede jesté Iépe neZli gTOKS, nicméné pouze stran snizeni incidence nikoliv mortality. Zda se,
Ze koloskopie vede k vyraznéjSimu snizeni incidence KRK v porovnani se sigmoideoskopii, ale
vysledky nejsou zcela konkluzivni (Lauby-Secretan et al. 2018). Doposud neexistuje
screeningovy model, ktery by byl vSeobecné akceptovany napfi¢ odbornymi skupinami. Idealni
model je t. ¢. takovy, ktery je ekonomicky v dané zemi realizovatelny a akceptovatelny
pacienty. Budoucnost screeningového programu je predevsim v primdrni prevenci (redukce
behavioralnich rizikovych faktord a nasledné sekundarni prevence, vedouci ke stratifikaci rizik
(skorovaci systémy) a tim tzv. usiti screeningu na miru pro kazdého pacienta, coz povede
ke snizeni nakladl. Stim ruku vruce pajde i vyvoj techniky, kterd zlepsi senzitivitu
diagnostickych metod, jako je napfiklad uZiti umélé inteligence v detekci neoplastickych lézi

tlustého streva (Maida et al. 2017).

V poslednich dvou dekadach jsou extenzivné studovany nové biomarkery, které
by mohly slouzit k diagnostice, predikci, ¢i jako prognostické ukazatele. Mezi nékteré nové
prognostické biomarkery, které jsou studovany patfi napfiklad Insulin-like growth factor-Il
mMRNA-binding protein 3 (IMP3), S100A2 protein, Traf2-interacting kinase, Mutated in
Colorectal Cancer (MCC), atd. Mezi prediktivni markery odpovédi na Iécbu oxaliplatinou
u stadia Il a Il KRK patfi napfiklad ERCC — 1 a dalsi. Insulin like growth factor binding protein 2
(IGFBP2) je naopak studovan jako mozny plazmaticky diagnosticky marker k ¢asné detekci
KRK. Existuje mnoho dalSich markeru, které jsou extenzivné studovany (napf. miRNA) (Das et
al. 2017). Vbrzké dobé mlZeme ocekavat klinické studie zabyvajici se specificitou
a senzitivitou jednotlivych markera a jejich kombinaci s dosavadnimi metodami. S postupnym
pranikem téchto biomarker( do klinické praxe mizeme ocekavat individualizaci diagnosticky,

terapie a follow-up pacienta s KRK.

Nové technologie v analyze lidského genomu, jako je napfiklad sekvenace nové

generace, se stdle rozviji a umoznuji nam nahlédnout do variant v genetické informaci
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a predevsim odkryt mozné vztahy mezi jednotlivymi geny a tim jejich vyznam v patogenezi
celé skaly onemocnéni. Tyto metody budou hrat vyznamnou roli v tzv. funkéni genomice, ktera
se vbudoucnu stane nedilnou soucasti diagnosticko-terapeutického procesu u pacienta.
Diky funkéni genomice budeme moci individualizovat nejenom terapii jako takovou, ale také

predikovat odpovéd na danou Ié¢bu a odhadovat progndzu ¢i rekurenci onemocnéni.

85



9. Reference

Abo, R., et al. (2012), 'ldentifying the genetic variation of gene expression using gene sets: application
of novel gene Set eQTL approach to PharmGKB and KEGG', PLoS One, 7 (8), e43301.

Akhoondi, S., et al. (2007), 'FBXW7/hCDC4 is a general tumor suppressor in human cancer', Cancer Res,
67 (19), 9006-12.

Al-Sohaily, S., et al. (2012), 'Molecular pathways in colorectal cancer', J Gastroenterol Hepatol, 27 (9),
1423-31.

Aleksandrova, Krasimira, et al. (2014), 'Combined impact of healthy lifestyle factors on colorectal
cancer: a large European cohort study', BMC Medicine, 12 (1), 168.

Amri, R,, et al. (2013), 'Impact of screening colonoscopy on outcomes in colon cancer surgery', JAMA
Surg, 148 (8), 747-54.

Arakawa, Hirofumi (2004), 'Netrin-1 and its receptors in tumorigenesis', Nat Rev Cancer, 4 (12), 978-
87.
Archambault, A. N., et al. (2019), 'Cumulative Burden of Colorectal Cancer-Associated Genetic Variants
is More Strongly Associated With Early-onset vs Late-onset Cancer', Gastroenterology.
Armaghany, T., et al. (2012), 'Genetic alterations in colorectal cancer', Gastrointest Cancer Res, 5 (1),
19-27.

Aslam, M. I., et al. (2012), 'MicroRNA manipulation in colorectal cancer cells: from laboratory to clinical
application', J Transl Med, 10, 128.

Atkin, W. S., et al. (2010), 'Once-only flexible sigmoidoscopy screening in prevention of colorectal
cancer: a multicentre randomised controlled trial', Lancet, 375 (9726), 1624-33.

Atkins, D., et al. (2004), 'MHC class | antigen processing pathway defects, ras mutations and disease
stage in colorectal carcinoma', Int J Cancer, 109 (2), 265-73.

Baglietto, L., et al. (2006), 'Measures of familial aggregation depend on definition of family history:
meta-analysis for colorectal cancer', J Clin Epidemiol, 59 (2), 114-24.

Baran, B., et al. (2018), 'Difference Between Left-Sided and Right-Sided Colorectal Cancer: A Focused
Review of Literature', Gastroenterology Res, 11 (4), 264-73.

Battle, A., et al. (2017), 'Genetic effects on gene expression across human tissues', Nature, 550 (7675),
204-13.

Benedix, F., et al. (2010), 'Comparison of 17,641 patients with right- and left-sided colon cancer:
differences in epidemiology, perioperative course, histology, and survival', Dis Colon Rectum,
53 (1), 57-64.

Benchabane, H. and Ahmed, Y. (2009), 'The adenomatous polyposis coli tumor suppressor and Wnt
signaling in the regulation of apoptosis', Adv Exp Med Biol, 656, 75-84.

Berger, A. H., Knudson, A. G., and Pandolfi, P. P. (2011), 'A continuum model for tumour suppression’,
Nature, 476 (7359), 163-9.

Bettington, M., et al. (2013), 'The serrated pathway to colorectal carcinoma: current concepts and
challenges', Histopathology, 62 (3), 367-86.

Bhushan, S., McLeod, H., and Walko, C. M. (2009), 'Role of pharmacogenetics as predictive biomarkers
of response and/or toxicity in the treatment of colorectal cancer', Clin Colorectal Cancer, 8 (1),
15-21.

Bodmer, W. F., et al. (1987), 'Localization of the gene for familial adenomatous polyposis on
chromosome 5', Nature, 328 (6131), 614-6.

Bogaert, J. and Prenen, H. (2014), 'Molecular genetics of colorectal cancer', Ann Gastroenterol, 27 (1),
9-14,

Boissiere-Michot, F., et al. (2014), 'Characterization of an adaptive immune response in microsatellite-
instable colorectal cancer', Oncoimmunology, 3, e29256.

Bonfrate, L., et al. (2013), 'MicroRNA in colorectal cancer: new perspectives for diagnosis, prognosis
and treatment', J Gastrointestin Liver Dis, 22 (3), 311-20.

86



Bonjoch, L., et al. (2019), 'Approaches to functionally validate candidate genetic variants involved in
colorectal cancer predisposition', Mol Aspects Med, 69, 27-40.

Brackmann, S., et al. (2009), 'Two distinct groups of colorectal cancer in inflammatory bowel disease',
Inflamm Bowel Dis, 15 (1), 9-16.

Bray, Freddie, et al. (2018), 'Global cancer statistics 2018: GLOBOCAN estimates of incidence and
mortality worldwide for 36 cancers in 185 countries', CA: A Cancer Journal for Clinicians, 68
(6), 394-424.

Brenner, H., et al. (2016), 'Survival of patients with symptom- and screening-detected colorectal
cancer', Oncotarget.

Bustin, S. A, et al. (2009), 'The MIQE guidelines: minimum information for publication of quantitative
real-time PCR experiments', Clin Chem, 55 (4), 611-22.

Butterworth, A.S., Higgins, J. P., and Pharoah, P. (2006), 'Relative and absolute risk of colorectal cancer
for individuals with a family history: a meta-analysis', Eur J Cancer, 42 (2), 216-27.

Carames, Cristina, et al. (2016), 'MicroRNA-31 Emerges as a Predictive Biomarker of Pathological
Response and Outcome in Locally Advanced Rectal Cancer', International Journal of Molecular
Sciences, 17 (6).

Carames, Cristina, et al. (2015), 'MicroRNA-21 predicts response to preoperative chemoradiotherapy
in locally advanced rectal cancer', International Journal of Colorectal Disease, 30 (7), 899-906.

Castets, Marie, et al. (2012), 'DCC constrains tumour progression via its dependence receptor activity',
Nature, 482 (7386), 534-37.

Closa, A., et al. (2014), 'Identification of candidate susceptibility genes for colorectal cancer through
eQTL analysis', Carcinogenesis, 35 (9), 2039-46.

Das, V., Kalita, J., and Pal, M. (2017), 'Predictive and prognostic biomarkers in colorectal cancer: A
systematic review of recent advances and challenges', Biomed Pharmacother, 87, 8-19.

Davies, Helen, et al. (2002), 'Mutations of the BRAF gene in human cancer', Nature, 417 (6892), 949-
54,

De Divitiis, C., et al. (2014), 'Prognostic and predictive response factors in colorectal cancer patients:
between hope and reality', World J Gastroenterol, 20 (41), 15049-59.

Demes, M., et al. (2013), 'Signature of microsatellite instability, KRAS and BRAF gene mutations in
German patients with locally advanced rectal adenocarcinoma before and after neoadjuvant
5-FU radiochemotherapy', J Gastrointest Oncol, 4 (2), 182-92.

Devaud, N. and Gallinger, S. (2013), 'Chemotherapy of MMR-deficient colorectal cancer', Fam Cancer,
12 (2), 301-6.

Drebber, Uta, et al. (2011), 'Altered levels of the onco-microRNA 21 and the tumor-supressor
microRNAs 143 and 145 in advanced rectal cancer indicate successful neoadjuvant
chemoradiotherapy', International Journal of Oncology, 39 (2), 409-15.

Duman-Scheel, M. (2012), 'Deleted in Colorectal Cancer (DCC) pathfinding: axon guidance gene finally
turned tumor suppressor', Curr Drug Targets, 13 (11), 1445-53.

Dusek L, et al. (2015), 'Epidemiologie a populaéni screening nador( tlustého stieva a koneéniku v Ceské
republice na podkladé nové dostupnych dat.', Gastroent Hepatol, 509-17.

East, J. E., Saunders, B. P., and Jass, J. R. (2008), 'Sporadic and syndromic hyperplastic polyps and
serrated adenomas of the colon: classification, molecular genetics, natural history, and clinical
management', Gastroenterol Clin North Am, 37 (1), 25-46, v.

Edge, S., Byrd, D.R., Compton, C.C. (2015), 'AJCC 7th Edition Cancer Staging Manual', 672.

Faltejskova, P., et al. (2012), 'Clinical correlations of miR-21 expression in colorectal cancer patients
and effects of its inhibition on DLD1 colon cancer cells', Int J Colorectal Dis, 27 (11), 1401-8.

Farkas, S. A., et al. (2014), 'DNA methylation changes in genes frequently mutated in sporadic
colorectal cancer and in the DNA repair and Wnt/beta-catenin signaling pathway genes',
Epigenomics, 6 (2), 179-91.

Fearnhead, N. S., Wilding, J. L., and Bodmer, W. F. (2002), 'Genetics of colorectal cancer: hereditary
aspects and overview of colorectal tumorigenesis', Br Med Bull, 64, 27-43.

87



Fearon, E. R. and Vogelstein, B. (1990), 'A genetic model for colorectal tumorigenesis', Cell, 61 (5), 759-
67.

Fedirko, V., et al. (2011), 'Alcohol drinking and colorectal cancer risk: an overall and dose-response
meta-analysis of published studies', Ann Oncol, 22 (9), 1958-72.

Feldman, Friedman, and Brandt (2016), 'Sleisenger and Fordtran’s Gastrointestinal and Liver Disease
10th edition', Elsevier, 2359.

Ferlay, et al. 'GLOBOCAN 2012 v1.0, Cancer Incidence and Mortality Worldwide: IARC CancerBase No.
11 [Internet].', <http://globocan.iarc.fr/Pages/references.aspx>, accessed.

Flossmann, E. and Rothwell, P. M. (2007), 'Effect of aspirin on long-term risk of colorectal cancer:
consistent evidence from randomised and observational studies', Lancet, 369 (9573), 1603-13.

Fodde, R., Smits, R., and Clevers, H. (2001), 'APC, signal transduction and genetic instability in
colorectal cancer', Nat Rev Cancer, 1 (1), 55-67.

Ford, A. C., et al. (2008), 'Diagnostic utility of alarm features for colorectal cancer: systematic review
and meta-analysis', Gut, 57 (11), 1545-53.

Foutch, P. G, et al. (1988), 'Risk factors for blood loss from adenomatous polyps of the large bowel: a
colonoscopic evaluation with histopathological correlation', J Clin Gastroenterol, 10 (1), 50-6.

Frattini, M., et al. (2004), 'Different genetic features associated with colon and rectal carcinogenesis',
Clin Cancer Res, 10 (12 Pt 1), 4015-21.

Fri¢, P., et al. (1994), 'An adapted program of colorectal cancer screening--7 years experience and cost-
benefit analysis', Hepatogastroenterology, 41 (5), 413-6.

Gaedcke, Jochen, et al. (2012), 'The Rectal Cancer microRNAome - microRNA Expression in Rectal
Cancer and Matched Normal Mucosa', Clinical Cancer Research, 18 (18), 4919-30.

Gala, M. K., et al. (2014), 'Germline mutations in oncogene-induced senescence pathways are
associated with multiple sessile serrated adenomas', Gastroenterology, 146 (2), 520-9.
Garzon, Ramiro, Calin, George A., and Croce, Carlo M. (2009), 'MicroRNAs in Cancer', Annual Review

of Medicine, 60 (1), 167-79.

Gillis, Amy, et al. (2014), 'A patient-centred approach toward surgical wait times for colon cancer: a
population-based analysis', Canadian Journal of Surgery, 57 (2), 94-100.

Glebov, 0. K., et al. (2003), 'Distinguishing right from left colon by the pattern of gene expression’,
Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 12 (8), 755-62.

Grega, Tomas, et al. (2016), 'Current principles of colorectal cancer screening — from opportunistic
screening to a population-based screening program', Gastroenterologie a hepatologie, 70 (5),
383-92.

Gualco, G., et al. (2006), 'Flat elevated lesions of the colon and rectum: a spectrum of neoplastic and
nonneoplastic entities', Ann Diagn Pathol, 10 (6), 333-8.

Haggar and Boushey (2009), 'Colorectal cancer epidemiology: incidence, mortality, survival, and risk
factors', Clin Colon Rectal Surg, 22 (4), 191-7.

Harris, P. A, et al. (2009), 'Research electronic data capture (REDCap)--a metadata-driven
methodology and workflow process for providing translational research informatics support’,
J Biomed Inform, 42 (2), 377-81.

Haug, U., et al. (2011), 'Sensitivity of immunochemical faecal occult blood testing for detecting left- vs
right-sided colorectal neoplasia', Br J Cancer, 104 (11), 1779-85.

He, L., et al. (2005), 'A microRNA polycistron as a potential human oncogene', Nature, 435 (7043), 828-
33.

Heresbach, D., et al. (2011), 'Accuracy of computed tomographic colonography in a nationwide
multicentre trial, and its relation to radiologist expertise', Gut, 60 (5), 658-65.

Hlavata, I., et al. (2012), 'The role of ABC transporters in progression and clinical outcome of colorectal
cancer', Mutagenesis, 27 (2), 187-96.

Holleran, G., et al. (2014), 'Colon capsule endoscopy as possible filter test for colonoscopy selection in
a screening population with positive fecal immunology', Endoscopy, 46 (6), 473-8.

Hrasovec, S. and Glavac, D. (2012), 'MicroRNAs as Novel Biomarkers in Colorectal Cancer', Front Genet,
3, 180.

88



Hughes, L. A. E., et al. (2017), 'Lifestyle, Diet, and Colorectal Cancer Risk According to (Epi)genetic
Instability: Current Evidence and Future Directions of Molecular Pathological Epidemiology’,
Curr Colorectal Cancer Rep, 13 (6), 455-69.

Huyghe, J. R., et al. (2019), 'Discovery of common and rare genetic risk variants for colorectal cancer’,
Nat Genet, 51 (1), 76-87.

Chan, D. S., et al. (2011), 'Red and processed meat and colorectal cancer incidence: meta-analysis of
prospective studies', PLoS One, 6 (6), e20456.

Chen, C. Z. (2005), 'MicroRNAs as oncogenes and tumor suppressors', N Engl J Med, 353 (17), 1768-71.

Chen, T., et al. (2018), 'Long-term outcomes of endoscopic submucosal dissection for high-grade
dysplasia and early-stage carcinoma in the colorectum', Cancer Commun (Lond), 38 (1), 3.

Cheng, Y. and Li, G. (2012), 'Role of the ubiquitin ligase Fow7 in cancer progression', Cancer Metastasis
Rev, 31 (1-2), 75-87.

Chew, M. H., et al. (2015), 'Genomics of Hereditary Colorectal Cancer: Lessons Learnt from 25 Years of
the Singapore Polyposis Registry', Ann Acad Med Singapore, 44 (8), 290-6.

Chin, L. J. and Slack, F. J. (2008), 'A truth serum for cancer--microRNAs have major potential as cancer
biomarkers', Cell Res, 18 (10), 983-4.

Choi, Y. H. and Yu, A. M. (2014), 'ABC transporters in multidrug resistance and pharmacokinetics, and
strategies for drug development', Curr Pharm Des, 20 (5), 793-807.

lacopetta, B., et al. (2006), 'Functional categories of TP53 mutation in colorectal cancer: results of an
International Collaborative Study', Annals of Oncology, 17 (5), 842-47.

Imperiale, T. F., et al. (2019), 'Performance Characteristics of Fecal Immunochemical Tests for
Colorectal Cancer and Advanced Adenomatous Polyps: A Systematic Review and Meta-
analysis', Ann Intern Med, 170 (5), 319-29.

Issa, I. A. and Noureddine, M. (2017), 'Colorectal cancer screening: An updated review of the available
options', World Journal of Gastroenterology, 23 (28), 5086-96.

Itzkowitz, S., et al. (2008), 'A simplified, noninvasive stool DNA test for colorectal cancer detection’,
Am J Gastroenterol, 103 (11), 2862-70.

Jacob, S. and Praz, F. (2002), 'DNA mismatch repair defects: role in colorectal carcinogenesis',
Biochimie, 84 (1), 27-47.

Jass, Jeremy R. (2004), 'Limitations of the Adenoma—Carcinoma Sequence in Colorectum', Clinical
Cancer Research, 10 (17), 5969-70.

Kam, Y., et al. (2014), 'Detection of a long non-coding RNA (CCAT1) in living cells and human
adenocarcinoma of colon tissues using FIT-PNA molecular beacons', Cancer Lett, 352 (1), 90-6.

Karakas, B., Bachman, K. E., and Park, B. H. (2006), 'Mutation of the PIK3CA oncogene in human
cancers', Br J Cancer, 94 (4), 455-9.

Karapetis, C. S., et al. (2008), 'K-ras mutations and benefit from cetuximab in advanced colorectal
cancer', N Engl ] Med, 359 (17), 1757-65.

Kartheuser, A., et al. (1995), 'The genetic background of familial adenomatous polyposis. Linkage
analysis, the APC gene identification and mutation screening', Acta Gastroenterol Belg, 58 (5-
6), 433-51.

Kasajima, A., et al. (2010), 'Down-regulation of the antigen processing machinery is linked to a loss of
inflammatory response in colorectal cancer', Hum Pathol, 41 (12), 1758-69.

Khalid, U., et al. (2007), 'Symptoms and weight loss in patients with gastrointestinal and lung cancer at
presentation', Support Care Cancer, 15 (1), 39-46.

Kloor, M. and von Knebel Doeberitz, M. (2016), 'The Immune Biology of Microsatellite-Unstable
Cancer', Trends Cancer, 2 (3), 121-33.

Knox, B., et al. (2018), 'A functional SNP in the 3'-UTR of TAP2 gene interacts with microRNA hsa-miR-
1270 to suppress the gene expression', Environ Mol Mutagen, 59 (2), 134-43.

Knudson, A. G., Jr. (1985), 'Hereditary cancer, oncogenes, and antioncogenes', Cancer Res, 45 (4), 1437-
43,

Konishi, K., et al. (1999), 'Clinicopathological differences between colonic and rectal carcinomas: are
they based on the same mechanism of carcinogenesis?', Gut, 45 (6), 818-21.

89



Kral, Hucl, and Spi¢ak (2017), 'Pfinos screeningového vysetfeni u pfibuznych pacient( s karcinomem
tlustého streva', Medicina pro praxi, 230-33.

Kral, J., et al. (2016), '[Molecular Pathogenesis of Colorectal Cancer]', Klin Onkol, 29 (6), 419-27.

Kral, J., et al. (2018), 'Expression profile of miR-17/92 cluster is predictive of treatment response in
rectal cancer', Carcinogenesis.

Kubisch, C. H., et al. (2016), 'Screening for Colorectal Cancer is Associated with Lower Disease Stage: A
Population-Based Study', Clin Gastroenterol Hepatol.

Kuipers, Ernst J., et al. (2015), 'Colorectal cancer', Nature Reviews Disease Primers, 15065.

Kulda, V., et al. (2010), 'Relevance of miR-21 and miR-143 expression in tissue samples of colorectal
carcinoma and its liver metastases', Cancer Genet Cytogenet, 200 (2), 154-60.

Kuleshov, M. V., et al. (2016), 'Enrichr: a comprehensive gene set enrichment analysis web server 2016
update', Nucleic Acids Res, 44 (W1), W90-7.

Kusenda, B., et al. (2006), 'MicroRNA biogenesis, functionality and cancer relevance', Biomed Pap Med
Fac Univ Palacky Olomouc Czech Repub, 150 (2), 205-15.

Kwong, L. N. and Dove, W. F. (2009), 'APC and its modifiers in colon cancer', Adv Exp Med Biol, 656, 85-
106.

Ladabaum, U., et al. (2019), 'Cost-Effectiveness and National Effects of Initiating Colorectal Cancer
Screening for Average-Risk Persons at Age 45 Years Instead of 50 Years', Gastroenterology, 157
(1), 137-48.

Lamy, A., et al. (2011), 'Metastatic colorectal cancer KRAS genotyping in routine practice: results and
pitfalls', Mod Pathol, 24 (8), 1090-100.

Lauby-Secretan, B., et al. (2018), ‘The IARC Perspective on Colorectal Cancer Screening', N Engl J Med,
378 (18), 1734-40.

Lee, G. H., et al. (2015), 'Is right-sided colon cancer different to left-sided colorectal cancer? - a
systematic review', Eur J Surg Oncol, 41 (3), 300-8.

Lee, J. K., et al. (2014), 'Accuracy of fecal immunochemical tests for colorectal cancer: systematic
review and meta-analysis', Ann Intern Med, 160 (3), 171.

Leung, P. H. M., et al. (2019), 'Characterization of Mucosa-Associated Microbiota in Matched Cancer
and Non-neoplastic Mucosa From Patients With Colorectal Cancer', Front Microbiol, 10, 1317.

Li, T., et al. (2013), 'MicroRNA-21 as a potential colon and rectal cancer biomarker', World J
Gastroenterol, 19 (34), 5615-21.

Litviakov, N. V., et al. (2016), 'Deletions of multidrug resistance gene loci in breast cancer leads to the
down-regulation of its expression and predict tumor response to neoadjuvant chemotherapy’,
Oncotarget, 7 (7), 7829-41.

Liu, Y., et al. (2017), 'miR-19a promotes colorectal cancer proliferation and migration by targeting
TIA1', Mol Cancer, 16 (1), 53.

Llosa, N. J., et al. (2015), 'The vigorous immune microenvironment of microsatellite instable colon
cancer is balanced by multiple counter-inhibitory checkpoints', Cancer Discov, 5 (1), 43-51.

Lopes-Ramos, C. M., et al. (2014), 'Overexpression of miR-21-5p as a predictive marker for complete
tumor regression to neoadjuvant chemoradiotherapy in rectal cancer patients', BMC Med
Genomics, 7, 68.

Lu, J., et al. (2005), 'MicroRNA expression profiles classify human cancers', Nature, 435 (7043), 834-8.

Lu, P., et al. (2019), 'Anatomic Distribution of Colorectal Adenocarcinoma in Young Patients', Dis Colon
Rectum, 62 (8), 920-24.

Ma, H., et al. (2018), 'Pathology and genetics of hereditary colorectal cancer', Pathology, 50 (1), 49-59.

Maida, M., et al. (2017), 'Screening of colorectal cancer: present and future', Expert Rev Anticancer
Ther, 17 (12), 1131-46.

Malik, P. (2016), 'A novel multitarget stool DNA test for colorectal cancer screening', Postgrad Med,
128 (2), 268-72.

Mandel, J. S., et al. (1993), 'Reducing mortality from colorectal cancer by screening for fecal occult
blood. Minnesota Colon Cancer Control Study', N Engl J Med, 328 (19), 1365-71.

90



Markowitz, S. D. and Bertagnolli, M. M. (2009), 'Molecular origins of cancer: Molecular basis of
colorectal cancer', N Engl J Med, 361 (25), 2449-60.

Matsumura, T., et al. (2015), 'Exosomal microRNA in serum is a novel biomarker of recurrence in
human colorectal cancer', BrJ Cancer, 113 (2), 275-81.

Mazelin, Laetitia, et al. (2004), 'Netrin-1 controls colorectal tumorigenesis by regulating apoptosis’,
Nature, 431 (7004), 80-84.

Medical Advisory, Secretariat (2009), 'Magnetic Resonance (MR) Colonography for Colorectal Cancer
Screening: An Evidence-Based Analysis', Ontario health technology assessment series, 9 (8), 1-
35.

Meguid, R. A,, et al. (2008), 'Is there a difference in survival between right- versus left-sided colon
cancers?', Ann Surg Oncol, 15 (9), 2388-94.

Mehlen, P. and Fearon, E. R. (2004), 'Role of the dependence receptor DCC in colorectal cancer
pathogenesis', J Clin Oncol, 22 (16), 3420-8.

Mendell, J. T. and Olson, E. N. (2012), 'MicroRNAs in stress signaling and human disease', Cell, 148 (6),
1172-87.

Midthun, L., et al. (2019), 'Concomitant KRAS and BRAF mutations in colorectal cancer', J Gastrointest
Oncol, 10 (3), 577-81.

Mima, K., et al. (2016), 'MicroRNA MIR21 (miR-21) and PTGS2 Expression in Colorectal Cancer and
Patient Survival', Clinical Cancer Research, 22 (15), 3841-48.

Misawa, M., et al. (2018), 'Artificial Intelligence-Assisted Polyp Detection for Colonoscopy: Initial
Experience', Gastroenterology, 154 (8), 2027-29 e3.

Moertel, C. G., et al. (1995), 'Fluorouracil plus levamisole as effective adjuvant therapy after resection
of stage Ill colon carcinoma: a final report', Ann Intern Med, 122 (5), 321-6.

Mogilyansky, E. and Rigoutsos, I. (2013), 'The miR-17/92 cluster: a comprehensive update on its
genomics, genetics, functions and increasingly important and numerous roles in health and
disease', Cell Death and Differentiation, 20 (12), 1603-14.

Motoyama, Kazuo, et al. (2009), 'Over- and under-expressed microRNAs in human colorectal cancer’,
International Journal of Oncology, 34 (4), 1069-75.

Mounzer, R., et al. (2015), 'Endoscopic and surgical treatment of malignant colorectal polyps: a
population-based comparative study', Gastrointest Endosc, 81 (3), 733-40.e2.

Murphy, N., et al. (2019), 'Lifestyle and dietary environmental factors in colorectal cancer
susceptibility', Mol Aspects Med, 69, 2-9.

Nakama, H., Zhang, B., and Zhang, X. (2001), 'Evaluation of the optimum cut-off point in
immunochemical occult blood testing in screening for colorectal cancer', Eur J Cancer, 37 (3),
398-401.

Navarro, M., et al. (2017), 'Colorectal cancer population screening programs worldwide in 2016: An
update', World J Gastroenterol, 23 (20), 3632-42.

Nawa, T., et al. (2008), 'Differences between right- and left-sided colon cancer in patient
characteristics, cancer morphology and histology', J Gastroenterol Hepatol, 23 (3), 418-23.

Ngo, Ondrej, et al. (2019), 'Current results of colorectal cancer screening and potential value of colon
capsule endoscopy in the Czech Republic', Gastroenterologie a hepatologie, 73 (5), 387-91.

Nguyen, L. H., Goel, A, and Chung, D. C. (2020), 'Pathways of Colorectal Carcinogenesis',
Gastroenterology, 158 (2), 291-302.

Nian, J., et al. (2017), 'Diagnostic Accuracy of Methylated SEPT9 for Blood-based Colorectal Cancer
Detection: A Systematic Review and Meta-Analysis', Clin Transl Gastroenterol, 8 (1), e216.

Nica, A. C,, et al. (2010), 'Candidate causal regulatory effects by integration of expression QTLs with
complex trait genetic associations', PLoS Genet, 6 (4), e1000895.

Noffsinger, A. E. (2009), 'Serrated polyps and colorectal cancer: new pathway to malignancy', Annu Rev
Pathol, 4, 343-64.

Ogata-Kawata, H., et al. (2014), 'Circulating exosomal microRNAs as biomarkers of colon cancer', PLoS
One, 9 (4), €92921.

91



Ohhara, Y., et al. (2016), 'Role of targeted therapy in metastatic colorectal cancer', World J Gastrointest
Oncol, 8 (9), 642-55.

Palles, C., et al. (2013), 'Germline mutations affecting the proofreading domains of POLE and POLD1
predispose to colorectal adenomas and carcinomas', Nat Genet, 45 (2), 136-44.

Pande, R., et al. (2013), 'Survival outcome of patients with screening versus symptomatically detected
colorectal cancers', Colorectal Dis, 15 (1), 74-9.

Papadopoulos, N. and Lindblom, A. (1997), 'Molecular basis of HNPCC: mutations of MMR genes', Hum
Mutat, 10 (2), 89-99.

Pardini, B., et al. (2012), 'Gene expression variations: potentialities of master regulator polymorphisms
in colorectal cancer risk', Mutagenesis, 27 (2), 161-7.

Pardoll, D. M. (2012), 'The blockade of immune checkpoints in cancer immunotherapy', Nat Rev
Cancer, 12 (4), 252-64.

Park, Y., et al. (2005), 'Dietary fiber intake and risk of colorectal cancer: a pooled analysis of prospective
cohort studies', Jama, 294 (22), 2849-57.

Passardi, A., et al. (2017), 'Immune Checkpoints as a Target for Colorectal Cancer Treatment', Int J Mol
Sci, 18 (6).

Pelossof, Raphael, et al. (2016), 'Integrated genomic profiling identifies microRNA-92a regulation of
IQGAP2 in locally advanced rectal cancer', Genes Chromosomes & Cancer, 55 (4), 311-21.

Peters, U., Bien, S., and Zubair, N. (2015), 'Genetic architecture of colorectal cancer', Gut, 64 (10), 1623-
36.

Petrelli, F., et al. (2017), 'Prognostic Survival Associated With Left-Sided vs Right-Sided Colon Cancer:
A Systematic Review and Meta-analysis', JAMA Oncol, 3 (2), 211-19.

Pezzi, A., et al. (2009), 'Relative role of APC and MUTYH mutations in the pathogenesis of familial
adenomatous polyposis', Scand J Gastroenterol, 44 (9), 1092-100.

Phipps, A. I, Chan, A. T., and Ogino, S. (2013), 'Anatomic subsite of primary colorectal cancer and
subsequent risk and distribution of second cancers', Cancer, 119 (17), 3140-7.

Podolsky, et al. (2015), Yamada' s Textbook of Gastroenterology (John Wiley & Sons).

Poschl, G. and Seitz, H. K. (2004), 'Alcohol and cancer', Alcohol Alcohol, 39 (3), 155-65.

Pox, C. P., et al. (2012), 'Efficacy of a nationwide screening colonoscopy program for colorectal cancer’,
Gastroenterology, 142 (7), 1460-7 e2.

Raisch, J., Darfeuille-Michaud, A., and Nguyen, H. T. (2013), 'Role of microRNAs in the immune system,
inflammation and cancer', World J Gastroenterol, 19 (20), 2985-96.

Reeves, E. and James, E. (2017), 'Antigen processing and immune regulation in the response to
tumours', Immunology, 150 (1), 16-24.

Rex, D. K., et al. (2017), 'Colorectal Cancer Screening: Recommendations for Physicians and Patients
from the U.S. Multi-Society Task Force on Colorectal Cancer', Am J Gastroenterol.

Rieth, J. and Subramanian, S. (2018), 'Mechanisms of Intrinsic Tumor Resistance to Immunotherapy’,
Int J Mol Sci, 19 (5).

Roos, V. H., et al. (2019), 'Effects of Family History on Relative and Absolute Risks for Colorectal Cancer:
A Systematic Review and Meta-Analysis', Clin Gastroenterol Hepatol, 17 (13), 2657-67.€9.

Rosty, C., et al. (2013), 'Colorectal carcinomas with KRAS mutation are associated with distinctive
morphological and molecular features', Mod Pathol, 26 (6), 825-34.

Royds, J. A. and lacopetta, B. (2006), 'p53 and disease: when the guardian angel fails', Cell Death Differ,
13 (6), 1017-26.

Rozen, P. (1999), 'The OMED Colorectal Cancer Screening Committee: a report of its aims and activities.
Organisation Mondiale d'Endoscopie Digestive', Gastrointestinal endoscopy, 50 (3), 449-53;
discussion 53-4.

Rustgi, A. K. (2007), 'The genetics of hereditary colon cancer', Genes Dev, 21 (20), 2525-38.

Sahin, I. H., et al. (2013), 'Rare Though Not Mutually Exclusive: A Report of Three Cases of Concomitant
KRAS and BRAF Mutation and a Review of the Literature', J Cancer, 4 (4), 320-2.

Samuels, Y. and Waldman, T. (2010), '‘Oncogenic mutations of PIK3CA in human cancers', Curr Top
Microbiol Immunol, 347, 21-41.

92



Sandouk, F., Al Jerf, F., and Al-Halabi, M. H. (2013), 'Precancerous lesions in colorectal cancer’,
Gastroenterol Res Pract, 2013, 457901.

Sartore-Bianchi, A., et al. (2009), 'PIK3CA mutations in colorectal cancer are associated with clinical
resistance to EGFR-targeted monoclonal antibodies', Cancer Res, 69 (5), 1851-7.

Seeber, A. and Gastl, G. (2016), 'Targeted Therapy of Colorectal Cancer', Oncol Res Treat, 39 (12), 796-
802.

Segnan, N., et al. (2011), 'Once-only sigmoidoscopy in colorectal cancer screening: follow-up findings
of the Italian Randomized Controlled Trial--SCORE', J Nat! Cancer Inst, 103 (17), 1310-22.

Senore, C., et al. (2019), 'Performance of colorectal cancer screening in the European Union Member
States: data from the second European screening report', Gut, 68 (7), 1232-44.

Schetter, A. J., Okayama, H., and Harris, C. C. (2012), 'The role of microRNAs in colorectal cancer’,
Cancer J, 18 (3), 244-52.

Schetter, A. J., et al. (2008), 'MicroRNA expression profiles associated with prognosis and therapeutic
outcome in colon adenocarcinoma', Jama, 299 (4), 425-36.

Schreuders, Eline H., et al. (2015), 'Colorectal cancer screening: a global overview of existing
programmes', Gut, 64 (10), 1637-49.

Singal, D. P., et al. (1996), 'Markedly decreased expression of TAP1 and LMP2 genes in HLA class I-
deficient human tumor cell lines', Immunol Lett, 50 (3), 149-54.

Slaby, O., et al. (2009), 'MicroRNAs in colorectal cancer: translation of molecular biology into clinical
application', Mol Cancer, 8, 102.

Slattery, M. L., et al. (2016), 'MicroRNA profiles in colorectal carcinomas, adenomas, and normal
colonic mucosa: variations in miRNA expression and disease progression', Carcinogenesis.

Slyskova, J., et al. (2012), 'Differences in nucleotide excision repair capacity between newly diagnosed
colorectal cancer patients and healthy controls', Mutagenesis, 27 (4), 519-22.
Smith, Gillian, et al. (2002), 'Mutations in APC, Kirsten-ras, and p53—alternative genetic pathways to
colorectal cancer', Proceedings of the National Academy of Sciences, 99 (14), 9433-38.
Sobrero, A., et al. (2000), 'Mechanism of action of fluoropyrimidines: relevance to the new
developments in colorectal cancer chemotherapy', Semin Oncol, 27 (5 Suppl 10), 72-7.
Song, L., et al. (2017), 'The performance of the SEPT9 gene methylation assay and a comparison with
other CRC screening tests: A meta-analysis', Sci Rep, 7 (1), 3032.

Soussi, T., et al. (2005), 'Reassessment of the TP53 mutation database in human disease by data mining
with a library of TP53 missense mutations', Hum Mutat, 25 (1), 6-17.

Stigliano, V., et al. (2008), 'Survival of hereditary non-polyposis colorectal cancer patients compared
with sporadic colorectal cancer patients', J Exp Clin Cancer Res, 27, 39.

Strimpakos, A. S., Syrigos, K. N., and Saif, M. W. (2009), '‘Pharmacogenetics and biomarkers in colorectal
cancer', Pharmacogenomics J, 9 (3), 147-60.

Strubberg, A. M. and Madison, B. B. (2017a), 'MicroRNAs in the etiology of colorectal cancer: pathways
and clinical implications', Dis Model Mech, 10 (3), 197-214.

Strubberg, Ashlee M. and Madison, Blair B. (2017b), 'MicroRNAs in the etiology of colorectal cancer:
pathways and clinical implications', Disease Models & Mechanisms, 10 (3), 197-214.

Suchdnek, et al. (2013), 'Screening kolorektalniho karcinomu', Onkologie.

Svoboda, M., et al. (2008), 'Micro-RNAs miR125b and miR137 are frequently upregulated in response
to capecitabine chemoradiotherapy of rectal cancer', Int J Oncol, 33 (3), 541-7.

Svoboda, M., et al. (2012), 'MicroRNA expression profile associated with response to neoadjuvant
chemoradiotherapy in locally advanced rectal cancer patients', Radiat Oncol, 7, 195.

Svoboda, M., et al. (2014), 'HOTAIR long non-coding RNA is a negative prognostic factor not only in
primary tumors, but also in the blood of colorectal cancer patients', Carcinogenesis, 35 (7),
1510-5.

Tan, Y., Sangfelt, O., and Spruck, C. (2008), 'The Fbxw7/hCdc4 tumor suppressor in human cancer’,
Cancer Lett, 271 (1), 1-12.

93



Tejpar, S., et al. (2017), 'Prognostic and Predictive Relevance of Primary Tumor Location in Patients
With RAS Wild-Type Metastatic Colorectal Cancer: Retrospective Analyses of the CRYSTAL and
FIRE-3 Trials', JAMA Oncol, 3 (2), 194-201.

Ten Dijke, P., et al. (2002), 'Regulation of cell proliferation by Smad proteins', J Cell Physiol, 191 (1), 1-
16.

Trautmann, K., et al. (2006), 'Chromosomal instability in microsatellite-unstable and stable colon
cancer', Clin Cancer Res, 12 (21), 6379-85.

Tsoi, K. K., et al. (2009), 'Cigarette smoking and the risk of colorectal cancer: a meta-analysis of
prospective cohort studies', Clin Gastroenterol Hepatol, 7 (6), 682-88.e1-5.

Uno, Y. and Munakata, A. (1995), 'Endoscopic and histologic correlates of colorectal polyp bleeding',
Gastrointest Endosc, 41 (5), 460-7.

Vaja, Rakesh, McNicol, Larry, and Sisley, Imogen (2010), 'Anaesthesia for patients with liver disease',
Continuing Education in Anaesthesia, Critical Care & Pain, 10 (1), 15-19.

Valle, L., et al. (2019), 'Update on genetic predisposition to colorectal cancer and polyposis', Mol
Aspects Med, 69, 10-26.

van de Velde, C. J., et al. (2014a), 'Experts reviews of the multidisciplinary consensus conference colon
and rectal cancer 2012: science, opinions and experiences from the experts of surgery', Eur J
Surg Oncol, 40 (4), 454-68.

van de Velde, C. J., et al. (2014b), 'EURECCA colorectal: multidisciplinary management: European
consensus conference colon & rectum’, Eur J Cancer, 50 (1), 1.e1-1.e34.

Varesco, L. (2004), 'Familial adenomatous polyposis: genetics and epidemiology', Tech Coloproctol, 8
Suppl 2, s305-8.

Vasile, L., et al. (2012), 'Prognosis of colorectal cancer: clinical, pathological and therapeutic
correlation', Rom J Morphol Embryol, 53 (2), 383-91.

Veldkamp, R., et al. (2005), 'Laparoscopic surgery versus open surgery for colon cancer: short-term
outcomes of a randomised trial', Lancet Oncol, 6 (7), 477-84.

Verwaal, V. J., et al. (2008), '8-year follow-up of randomized trial: cytoreduction and hyperthermic
intraperitoneal chemotherapy versus systemic chemotherapy in patients with peritoneal
carcinomatosis of colorectal cancer', Ann Surg Oncol, 15 (9), 2426-32.

Vodenkova, S., et al. (2018), 'Base excision repair capacity as a determinant of prognosis and therapy
response in colon cancer patients', DNA Repair (Amst), 72, 77-85.

Vogelstein, B., Lane, D., and Levine, A. J. (2000), 'Surfing the p53 network', Nature, 408 (6810), 307-10.

Vogelstein, B., et al. (2013), 'Cancer genome landscapes', Science, 339 (6127), 1546-58.

Volinia, S., et al. (2006), 'A microRNA expression signature of human solid tumors defines cancer gene
targets', Proc Natl Acad Sci U S A, 103 (7), 2257-61.

Vuik, F. E., et al. (2019), 'Increasing incidence of colorectal cancer in young adults in Europe over the
last 25 years', Gut, 68 (10), 1820-26.

Vymetalkova, V., et al. (2014), 'Variations in mismatch repair genes and colorectal cancer risk and
clinical outcome', Mutagenesis, 29 (4), 259-65.

Vymetalkova, V., et al. (2020), 'Expression quantitative trait loci in ABC transporters are associated
with survival in 5-FU treated colorectal cancer patients', Mutagenesis.

Walther, A., et al. (2009), 'Genetic prognostic and predictive markers in colorectal cancer', Nat Rev
Cancer, 9 (7), 489-99.

Wang, Z., et al. (2012), 'Tumor suppressor functions of FBW7 in cancer development and progression’,
FEBS Lett, 586 (10), 1409-18.

Watson, N. F., et al. (2006), 'Immunosurveillance is active in colorectal cancer as downregulation but
not complete loss of MHC class | expression correlates with a poor prognosis', Int J Cancer, 118
(1), 6-10.

Wieszczy, P., et al. (2020), 'Colorectal Cancer Incidence and Mortality After Removal of Adenomas
During Screening Colonoscopies', Gastroenterology, 158 (4), 875-83.e5.

Williams, D. S., et al. (2020), 'Overexpression of TP53 protein is associated with the lack of adjuvant
chemotherapy benefit in patients with stage Il colorectal cancer', Mod Pathol, 33 (3), 483-95.

94



Williams, M., et al. (2017), 'Exploring Mechanisms of MicroRNA Downregulation in Cancer', Microrna,
6 (1), 2-16.

Wilson, James Maxwell Glover, Jungner, Gunnar, and World Health, Organization (1968), 'Principles
and practice of screening for disease / J. M. G. Wilson, G. Jungner', (Public health papers ; no.
34; Geneva: World Health Organization).

Wilson, Matthew R., et al. (2019), 'The human gut bacterial genotoxin colibactin alkylates DNA',
Science, 363 (6428), eaar7785.

Winawer, S. J., et al. (1993), 'Prevention of colorectal cancer by colonoscopic polypectomy. The
National Polyp Study Workgroup', N Engl J Med, 329 (27), 1977-81.

Wolf, Andrew M.D., et al. (2018), 'Colorectal cancer screening for average-risk adults: 2018 guideline
update from the American Cancer Society', CA: A Cancer Journal for Clinicians, 68 (4), 250-81.

Wolpin, B. M. and Mayer, R. J. (2008), 'Systemic treatment of colorectal cancer', Gastroenterology, 134
(5), 1296-310.

Wong, S. H. and Yu, J. (2019), 'Gut microbiota in colorectal cancer: mechanisms of action and clinical
applications', Nat Rev Gastroenterol Hepatol, 16 (11), 690-704.

Woods, K., Thomson, J. M., and Hammond, S. M. (2007), 'Direct regulation of an oncogenic micro-RNA
cluster by E2F transcription factors', J Biol Chem, 282 (4), 2130-4.

Wouters, M. D., et al. (2011), 'MicroRNAs, the DNA damage response and cancer', Mutat Res, 717 (1-
2), 54-66.

Wray, C. M., et al. (2009), 'Tumor subsite location within the colon is prognostic for survival after colon
cancer diagnosis', Dis Colon Rectum, 52 (8), 1359-66.

Xi, Y., etal.(2019), 'Analysis of prognosis, genome, microbiome, and microbial metabolome in different
sites of colorectal cancer', J Transl Med, 17 (1), 353.

Xu, M. D., Qj, P., and Du, X. (2014), 'Long non-coding RNAs in colorectal cancer: implications for
pathogenesis and clinical application', Modern Pathology, 27 (10), 1310-20.

Yang, C., et al. (2016), 'Passive Smoking and Risk of Colorectal Cancer: A Meta-analysis of Observational
Studies', Asia Pac J Public Health, 28 (5), 394-403.

Yin, Y. and Shen, W. H. (2008), 'PTEN: a new guardian of the genome', Oncogene, 27 (41), 5443-53.

Young, G. P., Rabeneck, L., and Winawer, S. J. (2019), 'The Global Paradigm Shift in Screening for
Colorectal Cancer', Gastroenterology, 156 (4), 843-51 e2.

Yu, Jing, et al. (2016), 'Circulating serum microRNA-345 correlates with unfavorable pathological
response to preoperative chemoradiotherapy in locally advanced rectal cancer', Oncotarget,
7 (39), 64233-43.

Zavoral, et al. (2009), 'Populaéni screening kolorektalniho karcinomu v Ceské republice', Rozhledy v
chirurgii : mési¢nik Ceskoslovenské chirurgické spolecnosti pro tvorbu domdci a rozhledy po
chirurgii zahranicni, 88 (6), 292-94.

Zavoral, M. (2005), 'Screening sporadického kolorektalnijo karcinomu', Interni medicina pro praxi,
(12/2005).

Zhang, B., et al. (2010), 'Antimetastatic role of Smad4 signaling in colorectal cancer', Gastroenterology,
138 (3), 969-80.e1-3.

Zhang, H., et al. (2019), 'Altered intestinal microbiota associated with colorectal cancer', Front Med.

Zhu, Q. C., et al. (2013), 'The role of gut microbiota in the pathogenesis of colorectal cancer', Tumor
Biology, 34 (3), 1285-300.

Zorzi, M., et al. (2015), 'Screening for colorectal cancer in Italy: 2011-2012 survey', Epidemiol Prev, 39
(3 Suppl 1), 108-14.

95



10.

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

Seznam obrazku a tabulek

. Incidence, mortalita a prevalence KRK ve svété
. Narust poctu ¢lenl Komise pro screening KRK v priibéhu let, WEO
. Screeningovy program v Ceské republice

. Adenom-karcinom sekvence

1

2

3

4

5. APC signalni draha
6. KRAS signalni draha

7. Vznik microRNA

8. Prehled projektu

9. Signifikantné deregulované microRNA v tumoru (T) a zdravé tkani (N)
10. MicroRNA spojené s progresi nddoru a odpoveédi na |écbu

11. Expresni profil clusteru miR-17/92 u pacientl s rektalnim karcinomem v porovnani

se zdravou kontrolou

Obr.

12. Expresni profil microRNA z clusteru miR-17/92 a jejich vliv na migraci a proliferace

bunék rektalniho karcinomu

Obr.
Obr.
Obr.

13. Pfehled projektu
14. Kaplan — Meierova kfivka prezivani u KRK pacientd s rs3819720 v genu ABCD3/TAP2

15. Kaplan — Meierova kfivka prezivani u KRK pacientl lécenych 5-FU s rs3819720 v

genu ABCD3/TAP2

Tabulka 1. Stadia KRK a TNM klasifikace dle AJCC

Tabulka 2. Souhrn rozdili mezi pravostrannou a levostrannou formou KRK

Tabulka 3. Zakladni charakteristika pacientl ve skupiné screening a kontrola

Tabulka 4. Diagnostické metody ve skupiné screening a kontrola

Tabulka 5. Stadia, metastazy, grading KRK

Tabulka 6. Lokalizace KRK

Tabulka 7. Chirurgicka |écba

Tabulka 8. Chemoterapie

Tabulka 9. Validované TagMan microRNA assaye

Tabulka 10. Seznam 71 microRNA deregulovanych v Discovery setu (20 paru vzork(; tumor a

zdrava tkan). Screening na 2 555 doposud znamych microRNA za vyuziti 3D-Gene Toray

microarray

96



Tabulka 11. ABC geny analyzované pro eQTL SNP dle SCAN databaze
Tabulka 12. Charakteristika souboru

Tabulka 13. Data ovliviujici OS a PFS u pac. S KRK s dokoncenym follow-up

97



	Abstrakt
	Abstract
	Seznam zkratek
	1. Úvod do problematiky
	1.1. Epidemiologie kolorektálního karcinomu
	1.2. Rizikové faktory a prevence KRK
	1.3. Screening KRK
	1.3.1. Testování stolice
	1.3.2. Vyšetření krve
	1.3.3. Endoskopie
	1.3.4. Radiodiagnostika
	1.3.5. Screening ve světě
	1.3.6. Screening KRK v ČR

	1.4. Klinické projevy KRK
	1.5. Levostranný KRK versus pravostranný KRK
	1.5.1. Epidemiologie
	1.5.2. Histologie
	1.5.3. Genetika

	1.6. Formy KRK
	1.7. Patogeneze KRK
	1.7.1. Chromozomální instabilita
	1.7.2. Mikrosatelitní instabilita
	1.7.3. Metylace CpG ostrůvků – CIMP (CpG Island Methylator Phenotype pathway)
	1.7.4. Střevní mikrobiom a KRK

	1.8. Genetické změny vedoucí ke KRK
	1.8.1. Mutace v tumor-supresorových genech
	1.8.1.1. Adenomatous Polyposis Coli gen (APC gen)
	1.8.1.2. TP53
	1.8.1.3. FBXW7

	1.8.2. Mutace v onkogenech
	1.8.2.1. KRAS

	1.8.3. Ztráta heterozygozity
	1.8.3.1. DCC
	1.8.3.2. SMAD

	1.8.4. Geny opravy chybného párováni (DNA Mismatch repair)
	1.8.5. Dlouhé, nekódující RNA (lncRNA)
	1.8.6. MicroRNA

	1.9 Terapie
	1.10 Závěr

	2. Hypotézy
	3. Cíle práce
	4. Klinicko-patologická charakteristika KRK diagnostikovaného screeningem vs. KRK zjištěný v důsledku symptomů
	4.1. Metodika studie
	4.2. Zpracování dat
	4.3. Výsledky
	4.4. Diskuse

	5. MicroRNA expresní profil u rektální formy KRK se liší od expresního profilu nádoru tlustého střeva a nenádorové tkáně
	5.1. Úvod do problematiky
	5.2. Metody
	5.2.1 Izolace a kontrola kvality RNA
	5.2.2 Screening microRNA pomocí 3D-Gene microarray
	5.2.3 Kvantitativní PCR vzorků
	5.2.4 Buněčné kultury
	5.2.5 Předběžné zpracování qPCR dat
	5.2.6. Statistická analýza

	5.3. Výsledky
	5.3.1. Screening microRNA
	5.3.2. Profil microRNA u rektální a kolonické formy KRK
	5.3.3. Profil microRNA a odpověď na léčbu
	5.3.4. Cluster miR-17/92 a odpověď na léčbu
	5.3.5. microRNA 18 a 19 ovlivňují proliferaci a migraci buněk

	5.4. Diskuse

	6. Exprese lokusů kvantitativního znaku u genů ABC transportérů a jejich vliv na přežívání pacientů s KRK léčených 5-FU
	6.1. Úvod do problematiky
	6.2. Metodika studie
	6.2.1 Studovaný soubor
	6.2.2 Follow-up pacientů
	6.2.3 Výběr eQTL polymorfismů
	6.2.4 Analýza SNP
	6.2.5 Statistická analýza

	6.3. Výsledky
	6.3.1 Výběr SNP
	6.3.2 Výběr kandidátních SNPs – eQTL analýza
	6.3.3 Studie případů a kontrol
	6.3.4 Studie přežívání
	6.3.5 Přežívání a léčba

	6.4. Diskuse

	7. Souhrn výsledků
	8. Budoucí perspektivy
	9. Reference
	10. Seznam obrázků a tabulek

