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Abstrakt

Rakovina hrubého ¢reva (KRK) je hlavnym problémom verejného zdravia na celom svete a je jednym
z najéastejsich typov rakoviny v rozvinutych krajinach. Najnovsie $tatistiky stale naznaduju, ze Ceska
republika ma na celom svete vysoky podiel vyskytu KRK, a to najmd u muzov. KRK je ochorenie, na
ktorom sa okrem genetickych a chromozomalnych abnormalit podiel’aji aj epigenetické zmeny,
z ktorych najznamejSim je prave DNA metylacia. Zmeny v DNA metylacii su najvyraznejSimi
mechanizmami, ktoré menia expresiu génov. Strata génovej funkcie epigenetickym umlcanim
kritickych génov moéze hrat’ klI'aiCovh Glohu pri vyvoji a progresii sporadickych I'udskych nadorov,
vratane KRK.

KRK sa zvyc€ajne vyvija z prekancerdznych 1ézii, znamych ako adenom. Malo je vSak zname o presnom
nacasovani DNA metyla¢nych zmien pri prechode zo zdravého hrubého Creva, cez adenéom az do
zhubného stavu. Ciel'om tejto bakalarskej prace je podrobne zhrnat aberantné zmeny v DNA metylacii
u l'udi s adenémom a u pacientov s KRK a zaroven zhrnat’ aktualne pouzivané metody detekcie DNA

metylécie.

KPucové slova: rakovina hrubého c¢reva, DNA metylacia, adendom, metyla¢ny fenotyp CpG

ostrovcekov, hypermetylacia, hypometylacia

Abstract

Colorectal cancer (CRC) is a major public health problem worldwide and is one of the most common
types of cancer in advanced countries. Recent statistics still present that the Czech Republic has a high
incidence of CRC worldwide, especially in Czech men. CRC is known to be a disease that is caused not
only by genetic and chromosomal abnormalities but also by epigenetic changes with the best-known
DNA methylation. Changes in DNA methylation are the most prominent mechanisms that alter gene
expression. Loss of gene function by epigenetic silencing of critical genes plays a key role in the
development and progression of sporadic human tumors, including CRC.

CRC usually develops from a harmless protrusion, known as an adenoma. However, little is known
about the exact timing of DNA methylation changes in the transition from a healthy colon, through an
adenoma to a malignant state. This bachelor thesis aims to summarize in detail the aberrant changes in
DNA methylation in people with adenoma and in patients with CRC and at the same time to summarize

the currently used methods of DNA methylation detection.

Keywords: colorectal cancer, DNA methylation, adenoma, CpG island methylation phenotype,

hypermethylation, hypomethylation



Zoznam pouzitych skratiek

5mC - 5 metyl-cytozin

A - adenom

ACF - ,,aberrant crypt foci“

aFAP - atenuovana familiarna adenomotatdzna

AQAMA- absolutna kvantitativna analyza metylovanych alel
BSP - bisulfitové sekvenovanie

CGI - CpG ostrovéeky

CIMP- metyla¢ny fenotyp CpG ostrovéekov

CIMP-H - CIMP ,,high*

CIMP-L - CIMP ,,low*

CIN - chromozémova nestabilita

CMS - konven¢né molekularne podtypy

COBRA- kombinovana bisulfitova restrikéna analyza

CpG - Cytosin-fosfat-Guanin

CT - pocitatova tomografia

EMT - epitelidlne-mezenchymalna tranzicia

FAP - familiarna adenomot6zna polypdza

FS - flexibilna sigmoidoskopia

gTOKS - test okultného krvacania do stolice

HDAC - histondeacetylazy

HNPCC - Lynchov syndrom

HP - hyperplastické polypy

iTOKS - imunochemicky test okultného krvacania do stolice
JPS - juvenilny polypdzny syndrom

KRK - rakovina hrubého ¢reva

MAP - MUTYH- asociovana polyp6za

MBD - metyl-CpG-védzbova doména

MeDIP - imunoprecipitacia metylovanej] DNA

MMR - mismatch opravna draha

MS- HRM - metylac¢ne Specificka high resolution melting metdda
MS-MLPA - metyla¢ne $pecificka multiplexna amplifikacia prob zavisla od ligacie
MSI - mikrosatelitova nestabilita

MSI-H - mikrosatelitova nestabilita ,,high*

MSI-L - mikrosatelitova nestabilita ,,low*

MSP - metyla¢ne-Specificka PCR



MSS - mikrosatelitne stabilné

MT-sDNA - viac-cielovy DNA test stolice
PCR - polymerazova ret'azova reakcia

PHTS - PTEN syndrom hamartomov a nadorov
PIJS - Peutz-Jeghersov syndrém

PPAP - Polymerase proofreading-asociovana polyp6za
gMSP- kvantitativna metyla¢ne-Specificka PCR
RK - rakovina kone¢niku

SCNA - zmena poctu somatickych kopii

SSA - sesislné seratne polypy

TSA- tradi¢né seratne polypy
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1. Uvod

Rakovina hrubého c¢reva (KRK) je jednym z najéastejSich nadorovych ochoreni vo vyspelych
Statoch, vratane Ceskej a Slovenskej republiky. KRK sa zvy&ajne vyvija z nezhubnych zmien érevného
epitelu lokalizovanych na crevnej sliznici, znamych ako adendmy. Pociatocné §tadia KRK st Casto
bezpriznakové a pacienti su diagnostikovani az vo vy$Som §tadiu, kde je Sanca na ich prezivanie omnoho
nizsia.

Metylacia, jedna z naj$tudovanejSich epigenetickych modifikacii, je proces, pri ktorom dochadza k
prenosu -CHj3 skupiny z molekuly donoru, S-adenosyl-L-metioninu, na 5°C cytozinu pomocou DNA
metyltransferaz. Je vSeobecne zname, ze vyskyt aberantne metylovanej DNA prispieva k rozvoju
nadorového ochorenia. Pokial’ st metylované promotory jednotlivych génov, dochadza k zniZeniu alebo
k uplnej strate expresie. Gendom rakovinovych buniek synchronne vykazuje globalnu hypometylaciu,
ako aj promoétorovi hypermetylaciu. Preto identifikacia hypo- a hyper- metylovanych génov ako
u ¢revnych adenomov tak i u KRK moéze prispiet’ k definovaniu novych procesov, ktoré st rozhodujuce
pre vznik a progresiu KRK. Stucastou prace je predovsetkym zhrnutie vedeckych prac venovanych sa
vyskytu aberantnej DNA metylacie ako u adenomov tak aj u KRK.

Tato bakalarska praca podava uceleny pohlad na problematiku ¢revnych adenémov a KRK s
moznostami ich detekcie a lieCby. Na etiologiu KRK okrem genetickych faktorov zohravaju doleziti
ulohu aj epigenetické zmeny, predovSetkym DNA metylacie. Napliiou tejto prace je predstavit’
vSeobecny pohlad na tulohu DNA metylacie ajej funkcie v regulacii transkripcie u osob
s prekancer6znymi léziami - adenémami a rakovinou hrubého ¢reva. Nedavno bola pritomnost’ DNA
metylacie v nadore zahrnuta i do klasifikacie molekularnych podtypov KRK a poukazalo sa tak na ich
prognosticky vyznam. Cast’ tejto prace sa preto venuje aj klasifikacii KRK podla molekularnych

podtypov.



2. Rakovina hrubého Creva

2.1 Epidemiologia KRK

Rakovina hrubého ¢reva (KRK) patri medzi najcastejSie diagnostikované rakoviny a miera jej
vyskytu v rozvinutych krajinach neustale rastie. KRK je podla vyskumu z roku 2020 tretim naj¢astejSim
typom rakoviny (10%) s druhou najvysSou umrtnost'ou (9,4%) na svete (Graf ¢. 1 a 2), (GLOBOCAN
2020). Vyskytuje sa CastejSie u muzov (55%) nez u zien (45%) a u I'udi star$ich ako 50 rokov (90%).
V Ceskej republike je druhym najéastej§im typom rakoviny (13%) s druhou najvys$§ou amrtnostou
(12,5%). Kazdy rok je diagnostikovanych priblizne 8 000 novych pacientov a zaznamenanych takmer
4 000 umrti. V roku 2020 sa Ceska republika umiestnila na 17. mieste v poéte pacientov na svete
(Standardizacia podl'a veku na 100 000 I'udi) (GLOBOCAN 2020). Podl'a lokalizacie m6Zzeme KRK

rozliSovat’ na rakovinu hrubého ¢reva a kone¢nika. Kvoli ich podobnym vlastnostiam st ¢asto Studované

spolo¢ne (Phipps et al. 2013).
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Graf & 2: Vyskyt nadorového ochorenia v Ceskej Republike, Globocan, 2020

2.2 Rizikové faktory vzniku rakoviny hrubého ¢reva

K najvacsim rizikovym faktorom KRK sa radi vek: riziko vzniku KRK sa priamo umerne zvysuje
s narastajucim vekom; s najcastejSim vyskytom po 50 roku zivota. Iné neovplyvnite'né faktory st
pohlavie, rasa, vrodené syndromy a vyskyt mutacii v DNA (Geneve et al. 2019, Murphy et al. 2019).
V poslednej dobe sa zvysil pocet diagnostikovanych pacientov v mladSom veku (<50 let). Nadory
vzniknuté v mladom veku sa odliSuju od nadorov vzniknutych v starSom veku vich klinickych i
patologickych vlastnostiach, molekularnych profiloch a potencialnej reakcii na liecbu (Venugopal et al.
2019). KRK u mladsich pacientov sa CastejSie vyskytuje na distalnej strane ¢reva a v konecniku,
diagnostikovana je v neskorSich Stadiach, je spojena shor$im celkovym prezivanim a s horSimi

prognézami (Georgiou et al. 2019; Pilozzi et al. 2015).

Na vzniku KRK sa okrem dedi¢nych faktorov podiela aj Zivotné prostredie a Zivotny §tyl. Ku vzniku
KRK prispieva nizka fyzicka aktivita, fajcenie, stres, nadvaha a obezita, vysoka konzumacia alkoholu,
strava bohata na tuk, Cervené miso a udeniny, sedavé zamestnanie (He et al. 2018; Simon 2016).
Upravenie vyssie zmienenych faktorov moze znizit’ Sancu na vznik KRK o priblizne 13% (Danaei et al.
2005). K rizikovym faktorom KRK d’alej patria aj zapalové ochorenia Criev ako stii: Crohnova choroba,
ulcerdzna kolitida, atd’. (Amersi et al. 2005). Okrem zapalovych ochoreni sa sem radia aj in€ ochorenia
ako je diabetes mellitus druhého typu, ktory vécSinou suvisi s obezitou a nizkou fyzickou aktivitou

(Peeters et al. 2015).



2.3 Prekancerozne lézie KRK

KRK sa zvycajne vyvija z prekancerdznej 1ézie znamej ako adenom. Adendmy st nezhubné nadory
lokalizované na ¢revnej sliznici, ktoré vyénievaju do crevného limen. Za vznik adenémov v ¢revnom
epiteli sa povaZuje znizena schopnost’ aktivacie apoptdzy alebo zvysena proliferacia buniek v ¢revnom
epiteli (Fearon et. al. 1990; Mékinen 2007). Proces vyvinu rakoviny z adenému trva zvyc¢ajne niekol’ko
rokov az desatro¢i. Vyskyt adenomov v hrubom ¢reve je vsak relativne bezny, a riziko rozvoja rakoviny
v tychto 1éziach je zvyCajne nizka. Desatroéné riziko transformicie na KRK z vysoko rizikového
adenoému je 2,7% (Atkin et al. 2017). Pokial’ bol jedincovi pri kolonoskopickom vysetreni najdeny
adenoém v ¢reve, adenom je nasledne chirurgicky odstraneny a nie je nutna d’alSia lieCebna stratégia.
Avsak pacienti, ktorym boli odstranené adenémy zvycajne vykazuju vyssie riziko opatovného vyskytu
adenoému alebo KRK, a preto im je odporucané ¢astejsie kolonoskopické vySetrenie (Atkin et al. 2002).

Odporucané intervaly medzi kolonoskopickymi vySetreniami st uvedené v tabulke ¢.1.

Adendmy sa rozdel'uji podl'a vzhl'adu tkaniva na tubularne, vildozne a tubulo-vildzne.

Tubularne adenémy su véac¢Sinou mensie ako lcm, su tvorené tubulmi (trubickami), tvoria priblizne
75-85% vsetkych adenomov so Sancou na malignu transformaciu mensou ako 5%.

Vilozne adendomy zvy€ajne st vdcSie ako lcm, su tvorené vlasovitymi vyrastkami, tvoria priblizne
5-10% vsetkych adendémov a vykazuji 20-25% Sancu na malignu transformaciu.

Tubulo-vilézne adendmy st kombinaciou rastacich z oboch vzorov. Tvoria priblizne 10-15% vSetkych
adenoémov s 35-40% Sancou na malignu transformaciu (Amersi et al. 2005).

Velkost adenomov je tiez priamo spojena s malignym rizikom: malé (<lcm) adendmy maji Sancu
na malignu transformaciu menej ako 1%, zatial’ o u adenémov vacsich ako 2 cm je toto riziko priblizne
50% (Conteduca et al. 2013). Adendmy sa d’alej klasifikuju podl'a Viedenskej klasifikacie kde rasttice
gislo tejto klasifikacie uruje stupeii malignity. Cislo 1. predstavuje negativny nalez a 5 naopak
predstavuje invazivny karciném (Schlemper et al. 2000).

Priblizne 10-15% sporadickych KRK vznika zo seratnych 1ézii (Conteduca et al. 2013). Seratne 1ézie
sa z histologického hl'adiska delia na hyperplastické polypy (HP), sesilné seratne adenomy (SSA)
a tradi¢né seratne adenomy (TSA) (Crockett et al. 2019). K prekancenceroznym 1éziam sa radia len SSA
a TSA.

SSA tvoria 10-15% polypov a s prekurzorom vacsiny KRK, ktoré vznikaji seratnou drahou.
Zvyknl byt ploché s bledSou sliznicou nez bezné adendmy, byvaji pokryté hlienom a CastejSie sa
vyskytuju v proximalnej ¢asti ¢reva. Vd'aka tymto znakom byvaji SSA tazko detekovateI'né a ich Giplne
odstranenie byva obt'aznejSie (Obuch et al. 2015). TSA tvoria menej ako 1% polypov a prevazne sa
vyskytuju v distalnej Casti ¢reva. Vac¢Sinou si vacsie ako Smm a maja tubulo-viloznu architektiiru

(IJspeert et al. 2015).



Hyperplastické polypy tvoria 20-30% (Crockett et al. 2019). Podl'a viacerych $tudii nie st vyznamne
spojené so zvySenym rizikom pre KRK, pri ich pozitivnom naleze su odport¢ané intervaly skriningu

ako pri priemernom riziku vzniku KRK. (Tabulka ¢.1) (Burt et al. 2003).

Tabul’ka ¢.1 Odportacané intervaly medzi jednotlivymi kolonoskopickymi vysetreniami
v zévislosti od nalezu (Lieberman et al. 2012)

Odporucany interval medzi

Nalez kolonoskopickymi vySetreniami
(rok)
Bez polypov 10
Malé hyperplastické polypy 10
1-2 malé (<lcm) tubularne adenémy s nizkym 5-10
stupnom dysplazie
3-10 tubularnych adenomov 3

1 alebo viac viléznych adenémov
1 alebo viac tubularnych adenémov (=10mm)
adenémy s vysokym stupiiom dysplazie

>10 adenémov <3
Sesislné seratne adenomy (<10mm), bez dysplazie 5
Sesisilné seratne adenomy (>10mm) 3

Sesislné seratne adenomy s dysplaziou
tradicné serdtne adenomy

Syndrom seratnej polypdzy 1

2.4 Formy rakoviny hrubého ¢reva

Priblizne 75% vSetkych pripadov KRK je sporadickych bez rodinnej historie a zjavného vyskytu
vrodenych mutacii. Tato forma vznika postupnym hromadenim ziskanych genetickych a epigenetickych
zmien, ktoré mézu viest' k tvorbe a vzniku benigneho adenému az k vzniku karcindému (De Palma et al.
2019). Vznik KRK je preto mozné chapat’ ako mnohostupnovy proces. V dalSich kapitolach budia
jednotlivé cesty vzniku nadoru detailnejSie popisané.

Zvysnych 25-30% tvoria familiarne KRK. Pacienti s tymto typom KRK maju rodinna historiu
spojent s KRK ¢o naznacuje spolo¢né predispozicie, spolo¢né rizikové faktory medzi ¢lenmi rodiny,
alebo kombinaciu oboch tychto faktorov. Podskupinou familiarnych KRK st dedi¢éné KRK, tvoriace
5%, ku ktorym dochadza v désledku mutacii v niektorych konkrétnych génoch, napriklad génu MLH1
(Kanth et al. 2017). Dedi¢né KRK maju identifikovateI'né genetické mutacie a su tradi¢ne klasifikované
ako nepolypdzne a polypdzne syndromy. Medzi najbeznejSie dediéné syndromy patria hereditarna
nepolypdézna KRK (HNPCC, Lynchov syndréom), familiarna adenomotatdézna polypdza (FAP),
atenuovana familidrna adenomotatézna polypdza (aFAP), MUTYH- asociovand polypéza (MAP),
juvenilny polypozny syndrom (JPS), Peutz-Jeghersov syndrom (PJS), Polymerase proofreading-
asociovana polypoza (PPAP), PTEN syndrom hamartomov a nadorov (PHTS), Cowdenov syndrom,

familiarna KRK typu X (Kastrinos et al. 2011; Rawla et al. 2019; Siskova et al. 2020).



2.5 Skrining

KRK sa da predchadzat’ pravidelnym preventivnym skriningom. Ten je vel'mi dolezity, pretoze ak
je KRK detegovana vcas, je vel'mi dobre liecitel'na. Skrining dokaze detegovat’ prekancerozne §tadia,
ktoré su nasledne chirurgicky odstranené. Skoré §tadia KRK zvycajne nevykazuju ziadne priznaky, ako
st napriklad: zapcha, kice, bolesti v bruchu alebo krvacanie, ktoré méze byt’ vidite'né v stolici. Tie sa

zvycajne objavia az v pokrocilejsich stadiach (Simon 2016; Maida et al. 2017).

2.5.1 Metody skriningu

K $tandardnému postupu pri skriningu patri pravidelny test zaloZzeny na pritomnosti okultnej krvi
v stolici (gTOKS) po 50. roku, pokial’ je test pozitivny je nasledne podstipena kolonoskopia (Segnan et
al. 2010).

Existuje niekol’ko dalSich skriningovych metod, ktoré sa uplatiuji menej ako su flexibilna
sigmoidoskopia (FS), po¢itacova tomografia (CT), imunochemicky test (iTOKS) a viac-cielovy DNA
test v stolici multitarget-stool DNA test (MT-sDNA) (Tabulka ¢.1). Rozdel'uji sa na invazivne
a neinvazivne. Invazivne zahimaju kolonoskopiu a FS, ktoré umoziuju priamu vizualizaciu a detekciu
¢revného adendmu s vyhodou ziskania patologickej vzorky a odstranenia adendému (Issa et al. 2017).
Bolo dokazané, Ze pouzitie tychto metodd znizuje ako vyskyt KRK tak s nim spojent imrtnost’ v pripade
kolonoskopie vyskyt o 53-72% a imrtnost’ o 31%, v pripade sigmoideoskopie vyskyt a imrtnost’ o 60%
v distalnej Casti ¢reva (Simon, 2016). Neinvazivne metddy zahiiaja testy gTOKS, iTOKS a MT-sDNA.

K radiologickym neinvazivnym metédam sa radi CT, pomocou ktorej je mozna vizualizacia hrubého

¢reva (Issa et al. 2017).

TabuPka ¢.2 Citlivost a Specificita skriningovych metdd (Simon 2016; Imperiale et al. 2014;
Colorectal Cancer Alliance 2019; Levin et al. 2003; National Cancer Institute 2010)

Test Citlivost’ Citlivost’ adenému Citlivost’ adenému Specificita
KRK pokrocily skory

Kolonoskopia 95% 88-98% 76-80% 86%

Sigmoidoskopia 95%* 75-95%* 75-76% 87%*

CT 84-90% 78-90% 60% 88%

gTOKS 33-75% 11-25% 2-10% 92-99%

iTOKS 60-85% 24-29% 8% 94-97%

MT-sDNA 92% 42-69% 17% 87-90%

*plati pri distalnej KRK.

CT- pocitacova tomografia, gTOKS- test okultného krvacania do stolice

iTOKS - imunochemicky test okultného krvéacania do stolice, MT-sDNA - viac-cielovy DNA test v stolici




2.6 Liecba rakoviny hrubého ¢reva

Liecba KRK je zavislda na jednak na jeho $§tadiu a jednak na lokalizacii nadoru.
Stadium KRK je rozdelené na zaklade troch kli¢ovych informacii: velkosti tumoru (T), rozsirenia do
regionalnych lymfatickych uzlin (N), arozSirenia do vzdialenych metastaz (M) (Liu et al. 2018).
Prezivanie aj liecba KRK st silne ovplyvnené Stadiom KRK: ¢im ma $tadium vyssie Cislo, tym klesa
percento prezivania. U pacientov v I §tadiu je 5-ro¢né prezivanie viac nez 90%, v I1. 60-85%, v III. 38-
65% a v IV. 5-10% u oboch pohlavi (Lombardi et al. 2009; CancerResearch UK 2019).

Zakladnym lie¢ebnym postupom u KRK je chirurgické odstranenie nadoru, s pripadnou naslednou
neo-adjuvantnou alebo advadjuvantnou radioterapiou alebo chemoterapiou ( Colon Cancer Treatment
2002; Vodenkova et al. 2020). Na zmenS$enie nadoru pred chirurgickym zakrokom je aplikovana neo-
adjuvantna liecba, ktora je vyuzivand predovSetkym urakoviny konecnika (neo-adjuvantna
chemoradioterapia) (Grass et al. 2018). Cielom adjuvantnej liecby je odstranenie zvySkovych
nadorovych buniek, ktoré neboli odstranené pri chirurgickom zakroku a taktiez znizit’ tak riziko navratu
ochorenia (Jalaecikhoo et al. 2019). Pri pokrocilych nadoroch, predovsetkym v Stvrtom S§tadiu je
uplatiiovana paliativna lie¢ba. Tato lie¢ba ma za ciel predizit’ dizku pacientovho Zivota a zaroveti zvysit’

jeho kvalitu (Osagiede et al. 2019).



3. Mechanizmy vzniku rakoviny hrubého ¢reva

Vznik KRK je charakterizovany sledom genetickych a epigenetickych udalosti, po¢as ktorych sa
normalny epitel hrubého ¢reva postupne vyvija v adenom a postupne sa transformuje do maligneho
tkaniva (Testa et al. 2018). Fearon a Vogelstein v roku 1990 prvykrat navrhli viacstupnovy model
prechodu ,,adenom-karcinom® (Obrazok ¢.1), ktory sa vyznaCuje genomickymi zmenami, ktorych
akumulacia vedie k chromozomalnym zmenam, chromozomalnym translokaciam a aberaciam
anaslednej chromozomalnej instabilite, preto sa oznacuju ako kanonicky model patogenézy KRK

(Fearon et al. 1990)

CIN — Draha chromozomalne;j instability

) Strata 18q (DCC)
APC Inaktivacia KRAS muticia SMAD4/2 Strata 17p (TP53)
Normalna \ { Pokrotily Neskory { -
sliznica |~ f | Skory adeném [ adenodm ‘ adenom Karcinom
mutacia MMR génov L . TGFBR2
MLH]I metylacia BRAF muticia IGF2R
BAX muticia

MSI- Draha mikrosatelitnej instability

Obrazok ¢.1 Sekvencia vyvoju adendm-karcindm (Fearon et al. 1990; Gonzalez et al. 2017; De Palma

etal. 2019)

Genomova nestabilita sa vztahuje na stav so zvySenou frekvenciou vyskytu mutécii a epimutacii
v ramci nadorového gendému. Tieto mutdcie zahfiiaji nesynonymné zmeny v sekvenciach DNA,
chromozémovu reorganizaciu alebo zmeny v po¢te chromozdémov. Tieto mutacie vedd k naslednym
modifikaciam gendému nadorovych buniek, alebo k d’alsim zmenam v molekule DNA, klonalnej evolucii
¢i heterogenite nadoru (Wei et al. 2016).

Gendmova a epi-genomicka nestabilita su dolezitym znakom vyvoja rakoviny hrubého cCreva.
Mechanizmy, vedice k jej vzniku, rozdel'ujeme do troch odlisnych drah: chromozdémova nestabilita
(CIN), mikrosatelitova nestabilita (MSI) a metyla¢ny fenotyp CpG ostrovéekov (CIMP) (Marmol et al.
2017). Vsetky tieto drahy sa m6zu navzajom prekryvat’ a zodpovedaju za vznik gendomovej nestability

v adenome ¢o mdze viest' k jeho malignej transformacii (Siskova et al. 2020).



3.1 Chromozomova nestabilita (CIN)

CIN draha chromozomovej instability je najbeznej$im typom vediacim ku gendmovej instabilite,
vyskytuje sa priblizne u 70-85% vsetkym sporadickych foriem KRK (Dunican et al. 2002; Siskova et
al. 2020). Chromozdémova nestabilita je spésobend hlavne poruchami v mitotickom procese alebo
mitotickom aparate, ktoré zabezpecuju presnu segregaciu chromozémov (Rao et al. 2013;).

V KRK boli najéastej$ie pozorované straty chromozomalnych ramienok 1p, 4q, 5q, 8p, 17p, 18p,
18q, 20p a 22q, a chromozomalne zisky na chromozéme 7, a chromozomalnych ramienkach 1q,
89,12q,13q 19q a 20q (Alonso et al. 2017; Conconi et al. 2016; Dyrsg et al. 2011; Muzny et al. 2012;
Thiagalingam et al. 2001).

3.2 Mikrosatelitova nestabilita (MSI)

Mikrosatelitova instabilita (MSI) patri u KRK k najdlh$ie a najlepsie zndmym aberaciam, ktora sa
uplatiiuje v patogenéze KRK; definuje klinicky priebeh ochorenia a jej detekcia sa uz stala Standardnou
sucast’ou klinické praxi.

MSI draha sa vyskytuje u priblizne 15% vSetkych KRK a je spdsobena hypermutabilnym fenotypom
kvoli strate funkénosti DNA opravného mechanizmu, konkrétne oprav chybného parovania, tzv.
mismatch reparacnej drahy (MMR) (Dunican et al. 2002). Schopnost’ opravy kratkych DNA ret’azcov
alebo tandemovych repeticii je u nddorov s MSI znizena, preto dochadza k hromadeniu mutacii v tychto
oblastiach. Inaktivicia MMR génov moze byt spOsobend spontannymi udalostami, najCastejsie
hypermetylaciou prométora génu MLHI (12%), alebo zarodocnymi mutaciami aké sa vyskytuji

v HNPCC (3%) (Marmol et al. 2017; Boland et al. 2010)

3.3 Metylac¢ny fenotyp CpG ostrovéekov (CIMP)

Tretia podskupina KRK, CIMP, vznika cestou epigenetickej nestability a vyznacuje sa rozsiahlou
hypermetylaciou prométorovych CpG  miest (CpG = Cytosin-fosfat-Guanin), ¢o ma za nasledok
inaktivaciu tumor supresorovych génov (Toyota et al. 1999). Tato zmena sa radi k reverzibilnym prave
kvoli pritomnej metylacii v CpG miestach. Tieto miesta, zname ako CpG ostrovéeky (CGI), su kratke
(asi 1kb) CpG bohaté regiony, ktoré sa nachadzaju u viac ako polovice génov stavovcov (Jones, 2012).
CIMP fenotyp moze byt rozdeleny na CIMP ,high* (CIMP-H) a CIMP ,low* (CIMP-L) podl'a trovne
metylacie. CIMP-H je spojena s hypermetylaciou promoétora génu MLHI, BRAF mutaciou, vysokou
frekvenciou metylacie v genome, MSI, mucinéznym typom KRK, umiestnenim na pravej strane Creva,
nizkym po¢tom mutacii génu 7P53, vy$§im vyskytom u zien a star$ich pacientov (Weisenberger et al.
2015; Hawkins et al. 2002; Issa 2004). CIMP-L je spojeny s mutaciami v géne KRAS, CastejSim
vyskytom u muzov a nezavislostou na MSI (Ogino et al. 2006). CIMP fenotyp sa uruje na zaklade

pritomnosti metylacie v génoch, ktoré sa radia k markerom CIMP fenotypu.
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Bolo navrhnutych niekol'’ko panelov na jeho uréenie.

- Toyota(1999) navrhol
MINT31
- Samowitz (2005) navrhol MINTI, p16™* MINT2, MINT31 a MLHI

- Weisenberger (2006) identifikoval kandidatov: CACNA1G, IGF2, NEUROGI, RUNX3, SOCSI
- Ogino (2007) roz8iril panel: RUNX3, CACNAIG, IGF2, MLHI, NEUROGI, CRABPI,
SOCS, 1 p16™*,

nasledovné gény: MINT2, MINTI2, MINT17, MINT25, MINT27,

Najnovsie dva panely byvaji najéastejSie pouzivané k meraniu CIMP (Advani et al. 2019). Avsak
na sledovanie zmien DNA metylacie v celom genome su ¢im d’alej viac vyuzivané mikrocipy, ktoré

dokazu presnejSie identifikovat’ CIMP nadory (Hinoue et al. 2012).

4. Molekularne podtypy KRK

KRK je vysoko heterogénne ochorenie. Kazdy pacient ma jedinené genetické a epigenetické
pozadie akvoli tejto heterogenite sa Umrtnost a odpoved na lieCbu lisia. K dosiahnutiu lepsich
lieCebnych vysledkov bola v suc¢asnosti KRK klasifikovana podl'a tzv. molekularnych podtypov. V roku
2015, skupina okolo Dr.Guinney a kolektiv (Guinney et al. 2015) publikovala $tudiu s novym pristupom
stanovenia molekularnych podtypov KRK.

TabulPka ¢.3 Klasifikacia podl'a konvenénych molekularnych podtypov (CMS) (Guinney et al. 2015;

Hong 2018)
CMS1 (imunitny, | CMS2 (kanonické) | CMS3 CMS4
MSI) (metabolické) (mezenchymalne)
% vSetkych 14 37 13 23
KRK
Mutaény profil | BRAF, TGFBR2 APC, TP53, CIN KRAS, APC -
SCNA Nizka Vysoky Stredny Vysoky
CIMP Vysoky/Nizky Negativny Nizky Negativny
MSI status MSI - H MSS/MSI nizky MSS/MSI - L MSS/MSI - L
Signalizacna | JAK/STAT, draha WNT a MYC Metabolicka TGF-p aktivacia,
draha kaspazy aktivacia; draha deregulacia, Stromalna invazia,
bunkového cyklu Epitelialny profil EMT aktivécia,
prestavba
extracelularneho
matrix, angiogenéza
Klinicka Starsi l'udia, Zeny - - -
charakteristika
Miesto Proximalna ¢ast’ Distalna Cast’ ¢reva | Proximalna, distalna | Proximalna Cast’ ¢reva
Creva a konecnik Cast’ Creva a konecnik a konecnik
Stadium - - - Pokro¢ilé §tadium (111
alV)
Prognozy Horsie prezivanie | Lepsie prezivanie Horsie celkové
po recidive po recidive - prezivanie

SCNA - Zmena poctu somatickych kopii, MSI - mikrosatelitova nestabilita, CIMP - metylacny fenotyp CpG
ostrovéekov, MSS - mikrosatelitne stabilné EMT- epitelidlne-mezenchymalna tranzicia
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5. Metylacia DNA

Epigenetické modifikacie predstavuji zmeny v regulacii génovej expresie. Na rozdiel od
genetickych modifikacii unich nedochadza k zmenam poradia nukletiodov v DNA sekvencii
(Waterland 2006). Primarne sa k epigenetickym modifikaciam radia: metylacia DNA, post-transla¢né
modifikacie histonov a nekodujice RNA (Jia et. al. 2013). Zmeny v metylacii DNA, reguluji expresiu
génov ¢im ovplyviuji replikaciu, rekombindciu a opravné DNA mechanizmy alebo zostrih
heterogénnej nuklearnej RNA (Holcakova 2018). Metylacia DNA je taktiez nevyhnutna na zachovanie
genoémovej stability, uml¢anie transponovatelnych a retrovirovych elementov, reguldciu tkanivovo
Specifickej génovej expresie, genomového impritingu a deaktivaciu X chromozomu (Moore et al. 2013;
Buck-Koehntop et al. 2013; Jones et al. 2001).

DNA metylacia je vSeobecne definovana ako biochemicky proces, pri ktorom je -CHs skupina
kovalentne spojena s bazou DNA. Zvy¢ajne sa tento proces odohrava na piatej pozicii cytozinu za tvorby
S5-metyl-cytozinu. SmC sa vyskytuje takmer vyhradne v kontexte dinukleotidu CpG (CpG = Cytosin-
fosfat-Guanin) (Robertson 2001). Priblizne 90% cytozinov je v l'udskych somatickych bunkach
metylovanych prave v CpG oblastiach. Percento metylovanych cytozinov sa lisi v ramci tkaniv,
patologickej kondicie a s vekom ich pocet klesa (Vymetalkova et al. 2019). V l'udskych gendémoch
dochadza k vymiznutiu CpG miest kvoli vysokej mutabilite SmC, ktory je ¢asto spontanne deaminovany
na tymin (Bird 1980). A preto v metylovanych CpG miestach dochadza k vymene bazy za vzniku TpG
(CpA v komplementarnom ret’azci). Tato vymena ma za nasledok nizku frekvenciu vyskytu CpG miest
a vysoku frekvenciu TpG a CpA dinukleoidov v gendme stavovcov (Sun et al. 2020). Napriek tomu sa
vSak v genome nachadzaju miesta s vysokym vyskytom CpG miest. Az 70% génov, ktoré koduja
protein, obsahuje CGI v promotorovej oblasti a metylaény profil CGI promoétora v§eobecne nepriamo
koreluje s transkripciou génu (Saxonov et al. 2006). Pokial’ je CGI miesto nemetylované, je chromatin
dostupny transkripnym faktorom a méze byt transkribovany. Pokial je CGI miesto metylované,
tak transkripcia neprebieha. Epigenetické umlcanie génu zavislé na pritomnosti aberantnej metylacie
promotorovej ¢asti DNA spojené s transkripénou represiou je dolezitym mechanizmom straty génovej
funkcie pri procese karcinogenézy (Vymetalkova et al. 2019).

Metylacia DNA méze ovplyvnit transkripciu génov dvoma sposobmi. Po prvé, metylacia samotnej
DNA moze fyzicky branit’ vazbe transkripénych proteinov na gén a po druhé, metylovana DNA sa mo6ze
viazat' s proteinmi zndmymi ako proteiny viazuce sa na doménu metyl-CpG (MBD). V§eobecne sa
metylacia povazuje za iniciaény krok pri inaktivacii chromatinu. Metylacia je nasledovana hromadenim
MBD, na ktoré sa nasledne viazu histondeacetylazy, (HDAC)-represivne epigenetické modifikacné
enzymy. V dosledku toho sa chromatin kondenzuje a dochadza k umlcaniu génovej expresie (Buck-
Koehntop et al. 2013; Kulis et al. 2010).

Genomy rakovinovych buniek safasne vykazuji globalnu hypometylaciu a promotorovu

hypermetylaciu. Preto identifikacia génov, ktoré su Specificky hypermetylované (¢o vedie k uml¢aniu
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génov) alebo hypometylované, moéze viest’ k objaveniu novych faktorov, ktoré si délezité pre iniciaciu
a progresiu nadoru. (Cervena et al. 2020)

V KRK aberantna metylacia CGI miest bola pozorovana aj v takzvanych aberrant crypt foci (ACF)
- skorych prekancerdznych 1éziach. Aberantna metylacia bola pozorovana aj v adenomoch aj ked’ menej
¢asto ako v nadoroch. Avsak mnozstvo metylacie v CGI miestach sa s progresiou skorého adenomu k
pokroc¢ilému adenomu zvysuje (Themes 2016). Javi sa tak, Ze k procesu aberantnej metylacie dochadza
uz na zaciatku sekvencie od adenému ku karcinomu a pravdepodobne ovplyviuje gény, ktoré sa
podielajii na iniciacii aj progresii KRK. U tychto génov (MGMT, MLH1, p16™** p14'%F) je frekvencia
metylacie rozna a je Specificka pre dany gén (Kim et al. 2006). Z tychto dovodov mdzeme povazovat’
zmeny v DNA metylacii za potencialne biomarkery rizika vzniku rakoviny alebo detekcie skorych $tadii

rakoviny.

5.1. Sposoby detekcie DNA metylacie u KRK

Analyza DNA metylacia m6ze poskytnit’ cenny pohl'ad na regulaciu génov a identifikovat’
potencionalne biomarkery. Rozdielne techniky poskytuju informacie o DNA metylacii na rdznych
urovniach od celogenomovej metylacie az po metylaciu jednotlivych ¢asti DNA v $pecifickych génoch.
V sucasnosti je dostupnych niekol’ko metdd detekcie zmeny v DNA metylacii na konkrétnych usekoch
DNA. K bezne pouzivanym metodam detekcie DNA metylacie u KRK patria metdody metylacne
$pecifickd polymerazova retazova reakcia (MSP), MethyLight, metylatne $pecifickd multiplexna
amplifikacia prob zavisla od ligicie (MS-MLPA), metylaéne $pecificka high resolution melting (MS-
HRM), mikro¢ipy, pyrosekvenovanie a imunoprecipitatné metody.

Prvym krokom pri takmer vSetkych metddach detekcie DNA metylacie, je bisulfiticka konverzia.
Je povazovana za ,zlaty Standard“ v metylaénych Stididch. Tato metoda je zaloZzend na premene
nemetylovaného cytozinu na uracil za pomoci hydrogensiri¢itanu sodného (Obrazok ¢. 2). Metylované
cytoziny pritom zostavaju nekonvertované. Vdaka tomu je mozné urcit DNA metylaciu na Grovni

jednotlivych nukleotidov.

NH, NH, 0 0
HSO; H,0 OH-
OH- i T HSOy
NH,* AN
SOy 0 80y
Cytozin Cytozin sulfonat Uracil sulfonét Uracil

Obrazok ¢.2 Bisulfitova konverzia (Kristensen et al. 2009)
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5.1.1 Metylaéne Specificka PCR (MSP)

MSP je kvalitativna vysoko citliva a relativne lacna metoda. Prvykrat bola popisand Hermanom
a kol. (Herman et al. 1996). MSP deteguje metylaény profil definovanych CpG miest prostrednictvom
selektivnej amplifikacie metylovanych a nemetylovanych alel. St vyuzivané 2 sady réznych primerov:
jedna sada sa Specificky viaze na metylovant sekvenciu a druhda na nemetylovanu Za jej nevyhody s
povazované nizka Specifita a moznost’ falo$ne pozitivnych vysledkov (Deharvengt et al. 2018; Kulis et

al. 2010).

5.1.2 MethyLight

Methylight je citliva, Specificka kvantitativna florescenéna metoda s PCR prebiehajuca v
realnom cCase. Fluorescen¢na detekcia vyrazne zvySuje citlivost a umoziuje presné kvantitativne
hodnotenie metylacie DNA, a to aj pri vel'mi nizkych frekvenciach. Sposob kvantifikacie produktov
MethyLight spo¢iva v zaznamenavani po¢tu cyklov, ked’ florescenény signal prekroé¢i prahova hodnotu
(trash-hold) pocas exponencialnej fazy amplifikacie PCR (Eads et al. 2000). Vd’aka vysokej citlivosti a
Specificite je MethyLight mimoriadne vhodny na detekciu nizkofrekvenénych metylaénych
biomarkerov (Laird 2003). Tato metdda je aj mimoriadne rychla a nepotrebuje iné metody nez PCR
v redlnom ¢ase. Nevyhodou je, Ze nedokaze detegovat’ heterogénnu DNA metylaciu vo vzorke, pretoze
primery a sondy bezne pouzivané v MethyLight st uréené na meranie Specifického metyla¢ného profilu

(Gplne metylovaného) (Eads et al. 2000; Hernandez et al. 2013).

5.1.3 Metyla¢ne $pecificka multiplexna amplifikacia préb zavisla od ligacie
(MS-MLPA)

Je semikvantitativna metéda pouzivana na detekciu metylacnych zmien DNA. Je variantov
metédy MLPA, kombinovana s pouzitim restrikénych metylac¢ne Specifickych endonukleaz, pomocou
ktorych si rozlisSené metylované a nemetylované vlakna. DNA je na =zaciatku amplifkovana
a hybridizovana s MS-MLPA prébami. Proba pre MS-MLPA je podoba beznej MLPA probe s
tym rozdielom, Ze obsahuje rozpoznavaciu sekvenciu pre Hpall alebo Hhal. V d’alSom kroku za pomoci
ligazy su DNA a MS-MLPA préby spojené do jedného komplexu. Stcasne su pridavané metyla¢ne
Specifické endonukleazy, ktoré Stiepia nemetylovani DNA, zatial ¢o metylovana DNA zostava
nestepend. Nasledne sit metylované DNA fragmenty amplifikované a signal je detekovatel'ny (Nygren

2005).
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5.1.4 Metylac¢ne Specificka high resolution melting (MS-HRM)

MS-HRM ja citliva Specifika kvantitativna metdda zalozena na PCR v redlnom case a cenovo
dostupnad metdda na detekciu DNA metylacii.
PCR produkty su priamo analyzované z disoiacnej krivky az uvolneného interkala¢ného
fluorescencného farbiva pocas topenia. Posobenim hydrogensiri¢itanu dochadza v nemetylovanej DNA
ku konverzii cytozinu na uracily, ¢im sa zmeni aj teplota topenia molekuly DNA. V nasledujiucej PCR
reakcii maji nemetylované DNA niZsiu teplotu topenie nez produkty pochadzajuce z metylovanej DNA.
Vyhodami st uzavrety systém detekcie so zniZzenou Sancou kontamindcie a moznost’ analyzy CpG

ostrovéekov v celom amplikone. (Wojdacz et al. 2007; Reed et al. 2007).

5.1.5 Pyrosekvenovanie

Metoda pyrosekvenovanim je zalozend na detekcii aktivity DNA polymerdzy s inym
chemoluminiscenénym enzymom, ktora umoznuje rychlu a presni kvantifikaciu zmien v DNA
sekvenciach (Uhlen 1989).

Jedna sa o velmi senzitivhu metddu, ktora byva vyuzitd aj k kvantifikacii sekvenénych zmien.
Pyrosekvenovanie deteguje a kvantifikuje i malé zmeny v DNA metylacii. Emitované svetlo je
detegované behom syntézy komplementarneho vlakna exonukleazovo-deficientnou DNA polymerazou.
Metoda pyrosekvenovania je vyuzivana na stanovenie korelacie DNA metylacie nadorovych buniek a
génovej expresie, k stanoveniu bunkovej odpovede na lie¢bu latkami, ktoré zabranuji vzniku DNA
metylacii, k posudeniu zmien v DNA metylacii pri vzniku nadorov a genetickom imprintingu (Dejeux

et al. 2009)

5.1.6 Mikrocipy

Mikro¢ipy su vyuzivané na celogenomové metylaéné Studie, zmeny génovej expresie alebo
genotypizaciu (Bumgarner 2013). Su zalozené na paralelnej hybridizacii zna¢enych nukleotidov zo
vzorky so Specifickymi oligonukleotidovymi probami, ktoré su prichytené na pevnom podklade - ¢ipe.
DNA je na zaliatku rozdelena na kratke jednovlaknové fragmenty a pripojena na adaptéry. DNA je
nasledne oznacena fluorescenénymi latkami, denaturovana a hybridizivovana so probami na povrchu
mikro€ipov. Po excitacii je mozné detegovat’ emitované fluorescenéné ziarenie v miestach, kde doslo
k hybridizacii. Ziskané data st nasledne spracované pomocou bioinformatickych metod (Kaliyappan
2012; Genome.Gov 2020). Ku komer¢ne pouzivanych mikroc¢ipom patria Affymetrix, Agilent a Roche
NimbleGen, a predovsetkym Illumina (Huang et al. 2010)
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5.1.7 Imunoprecipitaéné metody

St metody zalozené na extrakcii metylovanej DNA ¢im ulah¢uju jej nasledna analyzu. DNA je
na rozdelena na fragmenty, denaturovana a inkubovana s monoklonalnou protilatkou. Nasledne je
pouzita jedna z imunoprecipitaénych metod. Bud’ st DNA fragmenty izolované pomocou SmC viazucej
sa pomocou $pecifickej monoklonalnej protilatky alebo s vyuzitim rekombinatného proteinu viaZzuceho
MBD. Protilatky st odstranené proteinkinazou K a zostava tak neporusena iba metylovana DNA (Thu

et al. 2009). Vycistena DNA moze byt nasledne detegovand pomocou vyssie spomenutych metdd.

6. Hypermetylacia DNA

6.1 Charakteristika hypermetylacie DNA

Hypermetylacia DNA sa vyskytuje predovsetkym v promoétoroch bohatych na CpG miesta.
Pritomnost’ DNA hypermetylacie vedie k uml¢aniu tumor-supresorovych génov ¢o je spojené s rastovou
vyhodou buniek. U KRK méze byt az niekol'ko stoviek CGI miest abnormalne hypermetylovanych.
K vzniku nadorov méze primarne dochadzat’ pokial’ su uml¢ané gény, ktoré st sti¢ast'ou funkénych drah
charakteristickych pre vznik rakoviny (Pfeifer 2018). Nie je pochyb, ze tato epigeneticka modifikacia
zohrava rozhodujucu tlohu vo vzniku nadoru a je charakteristickym znakom takmer vSetkych typov

rakoviny u I'udi (Esteller 2008).

6.2 Hypermetylacia DNA u KRK a prekanceroznych Stadii

Prehl'ad génov hypermetylovanych v KRK je uvedeny v Tabulke ¢ 4. Gény hypermetylované

u KRK st ¢asto sucastou dolezitych bunkovych regula¢nych drah. Prikladom s tumor-supresorové

gény zapojené do bunkového cyklu (p/ 6INK4a p]4ARF ), gény zapojené do DNA opravnych drah
(MLHI, NEILI, NEIL3, NHEJI), do apoptozy (DAPKI), do bunkovej adhézie (CDHI) a pri
odstranovani mutagénnych a cytotoxickych aduktov (MGMT) (Lee et al. 2004; Farkas et al. 2014).

Ako je vidiet v Tabulke ¢.4, hypermetylacia promoétora u vacsiny génov viedla k znizeniu alebo
k uplnej strate ich expresie. K najéastejSie hypermetylovanym génom v KRK sa radia gény MLH]I,
MGMT, p14*%, APC a SFRP (Lee et al. 2004; Suzuki et al. 2004). U tychto génov bola pozorovana ich
zniZzena génova expresia. (Sugai et al. 2017; Svrcek et al. 2010; Galamb et al. 2016). Metylacia génov
MLHI a p14*® bola &asto spojena s vyskytom BRAF mutéacie. Metylacia génov MGMT, APC a p14**
bola spojend s vyskytom KRAS muticie (Tanaka et al. 2010). Metylacia génov MLHI, p14*%*, APC,
MGMT bola tiez CastejSia pozorovana u nadorov vykazujicich MSI fenotyp (Savio et al. 2016; Kim et
al. 2010; Shen et al. 2005). Vyskyt metylacie génov APC a pl4**" bol spojeny s celkovo hor§im
prezivanim u pacientov (Nilsson et al. 2012). Zaroven, hypermetylacia génu MGMT bola identifikovana

aj v nepostihnutej sliznici hrubého ¢reva u pacientov s KRK. Dalo by sa teda predpokladat’, Ze metylacia
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génu MGMT je pociato¢na udalost’ pri vzniku KRK. To z neho robi uzitoény diagnosticky biomarker
pre skoru detekciu a zistenie rizika pri sporadickych formach KRK (Shen et al. 2005).

Hypermetylacia génov MLHI, MGMT, p14***, APC a SFRP bola tiez pozorovana aj v ¢revnych
adenoémoch a taktiez u nich bola pozorovana znizena génova expresia (Tabul'ka ¢.5) (Kim et al. 2006;
Suzuki et al. 2004). U génov MGMT, MLHI apl4 bolo pozorované zvySovanie vyskytu metylacie
v sekvencii adendm-KRK (Kim et al. 2006).

Ako uz bolo spomenuté vyssie, najcastejSim Studovanym hypermetylovanym génom u KRK je
gén MLHI. Metylacia génu MLHI je zaroven Uzko spita s vyskytom mutacie v géne BRAF. Je
pozoruhodné, Zze MSI nadory vykazuju ovela vy$Siu frekvenciu V600OE mutacie v géne BRAF. V
skuto¢nosti mutacia génu BRAF vSeobecne predchadza hypermetylacii génu MLHI, ako dokazuje
pozorovanie, ze tato mutacia BRAF (V600OE) sa Casto vyskytuje u SSA, ktoré su povazované za
prekurzory MSI karcinomov, kde sa hypermetylacia génu MLHI vyskytuje zriedka (Muto et al. 2014).
Nedavno sa ukazalo, ze mutacia BRAF V600F zvysuje mieru aberantnej metylacie CGI v mysich

modeloch (Bond et al. 2018).
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Tabul’ka ¢.4 Zoznam identifikovanych hypermetylovanych génov u KRK

Autor Pacienti | Kontrolna Pouzita metéda Gény Poznamka
s KRK skupina

(Esteller et al. 2000) 110 - MSP pl44RF [ génovd expresia

(Esteller et al. 2000) 235 - MSP MGMT Metylacia spojena s P53 mutaciou
Hypermetylacia MGMT spojena s G:C->A:T tranziciou
v géne TP53

(Moinova et al. 2002) 61 78 MSP HLTF Castejsia lokalizacia v proximalnej Gasti
Spojené s CIMP-H
I} génova expresia

(Lee et al. 2004) 149 24 MSP APC, COX-2, DAPK, GSTPI, MLH1, APC metylacia pozorovana aj v okolnej ¢revnej mukoze

pl6™K4 RASSF1A4, THBSI, TIMP3, COX-2, DAPK, CDHI, hMLH1 a p14 boli ¢astejsie
pl4'RE *MGMT,*CDHI metylované v pravej ¢asti KRK.

*[ génova expresia

(Goel et al. 2004) 273 - MSP PTEN Hypermetylacia promotora spojend s MSI-H statusom.
[} génova expresia

(Suzuki et al. 2004) 164 - MSP SFRP1, SFRP2, SFRP4, SFRP5 Spojené s APC mutaciou
[l génova expresia

(Ebert et al. 2005) 47 21 Methylight TPEF/HPPI Castejsie metylované v proximalnej ¢asti KRK

(Chen et al. 2005) 126 46 MSP VIM Hypermetylovany exon-1

(Murai et al. 2005) 111 COBRA BNIP3 |l génova expresia

95 95 COBRA/MSP MGMT Hypermetylovany aj v okolnej ¢revnej mukoéze

(Shen et al. 2005) Castejsie metylovany u zenského pohlavia
Spojeny s KRAS mutaciou
|l génova expresia

(Aguilera et al. 2006) 54 - BSP DKK1 Hypermetylovany prevazne v neskorSich KRK stadiach
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(Lind et al. 2006) 53 22 MSP ADAMTS1, CRABPI, NR3ClI Castejsia lokalizacia v pravej ¢asti KRK
Castejsie metylované u Zien
NR3Cla CRABPI cCastejsie hypermetylované v MSI nadoroch
[ génova expresia
(Jacinto et al. 2007) 52 10 MSP RASGRF?2, HOXDI, PLK2, SCNNIB |l génova expresia
(Park et al. 2007) 432 - MSP RASSF24 Pritomnost’ metylacie spojena s KRAS/BRAF mutaciou
CastejSie metylovany v MSS a v distalnej Casti
[ génova expresia
(Melotte et al. 2009) 75 75 qMSP NDRG4 |l génova expresia
(Hellebrekers et al. 2009) 153 230 MSP GATA4, GATAS |l génova expresia
(Liu et al. 2010) 63 40 MSP NGX6 |l génova expresia
(Svrcek et al. 2010) 81 - MSP MGMT Strata expresie CastejSie v MSI nez v MSS
(Tanaka et al. 2010) 861 - MethyLight CACNAIG, pl16™¥4, CHFR, CRABPI, | Pritomnost metylacie spojend s BRAF mutaciou (okrem
HIC, IGFBP3, MGMT, MINT-1, MGMT génu)
MINT-31, MLHI, NEUROGI, p14'*" | WRN, IGFBP3, MINT-1 a pI14'*spojené s KRAS mutéaciou
RUNX3, SOCS1, WRN Pritomnost’ metylacie génu MLH1 spojena s nemutovanym
KRAS genotypom
CACNAIG, MGMT, MINT-1 v pritomnosti BRAF mutacie
spojené s CIMP fenotypom
CACNAIG, p14FF, p16Nk4 CHFR ,CRABPI, HICI, MINT-1
MINT-31, NEUROGI, RUNX3, SOCS1, WRN v pritomnosti
KRAS mutacie spojené s CIMP
(Kim et al. 2010) 285 - Pyrosekvenovanie MLHI, MINTI, MINT2, MINT31, COX2 a DAPK asociované s CIMP-H a MSI
pl4%7 CACNAIG, COX2, DAPK, APC a, pl16™K4 spojené s KRAS mutaciou
MGMT, APC, p16™K4a p16™5% spojend s celkovo hor$im preZivanim
MLHI1, MINTI, MINT2, MINT31, p16™K%, p]4/%Zastejsie
metylované v MSI nadoroch
(Nilsson et al. 2012) 146 46 Pyrosekvenovanie | MGMT, p16™K4% RASSFIA, Pritomnost’ metylacie génu APC a p144*" bola spojena

APC, p14FF

s hor$im prezivanim
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(Draht et al. 2014) 624 MSP RET HorsSie celkové prezivanie
Pyrosekvenovanie Castejsie metylovany v proximalnej ¢asti KRK
Horsie prognézy v II KRK stadiu
(Farkas et al. 2014) 12 12 [lluminaBeadChip NEILI, NEIL3, NHEJI, GTF2H), *ﬂ génova expresia
450K DKK?2, DKK3, FZD5, LRP5, TLE3,
WNT2, WNT3A4, WNT6, KIAA1804,
MYOIB, *EDNRBI, *GPC6,*SMAD?2
(Chen et al. 2014) 72 142 MSP KISS1 Metylacia spojena s nadorovou diferenciaciou, pritomnostou
metastaz v lymfatickych uzlinach a vzdialenych metastaz
(Silva et al. 2014) 91 6 Pyrosekvenovanie SFRPI, SFRP2, SFRP5, DKK2, WIF] | Strata génovej expresie (okrem DKK?)
Narast vyskytu metylacie s neoplastickou progresiou — od
normalneho epitelu cez adenom az po KRK
(Tsai et al. 2015) 127 - Pyrosekvenovanie SHISA3 Horsie celkové prezivanie
[l génova expresia
(Galamb et al. 2016) 9 - [lluminaBeadChip | AXIN2, CHP1, SFRP2 ,DKK]I, *ﬂ génova expresia
450K VANGLI,WNT5A, *PRICKLEI,
*SFRPI, *PSEN1
(Savio et al. 2016) 48 47 Methylight ITF2, MLHI, APC Castejsie metylované v MSI-H KRK, spojené s metylaciou
MLH1 v MSI-H KRK
(Vymetalkova et al. 2016) 32 RK 32 [lluminaBeadChip | ADHFEI, FLII, GPRSS5, ITGA4,
450K ITGBLI, NPY, MYBPC3, TLI
(Mclnnes et al. 2017) 94 94 [Ilumina Infinium EYA4, TFPI2, TLX] Hypermetylované v CIMP-H
HumanMethylation
450 K
(Sugai et al. 2017) 100 - Pyrosekvenovanie SFRP1, SFRP2, SFRP5, DKK2, DKK3, | SFRP1,SFRP2,DKK? CastejSie v MSS

RASSF 1A, IGFBP7, *p14/RF *MLHI

MLH1,IGFBP7¢astejsie v MSI
*ﬂgénové expresia
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(Freitas et al. 2018) 214 50 qMSP APC, MGMT, SEPT9, RASSF'14 MGMT Ccastejsie metylované u zien
APC, MGMT, SEPT9 metylované CastejSie v RK
SEPT9 najviac metylované v IV KRK §tadiu
SEPT9, MGMT znizenie metylacie po adjuvantnej liecbe
APC ¢astejsie u MSI-H nadorov
(Barault et al. 2018) 182 - Infinium Human EYA4, GRIA4,1ITGA4, MAP3K14-AS1, | Hypermetylované u pacientov s metastazami
Methylation 450 MSC
BeadChip
(Lietal. 2019) 15 - BSP HOXAS, HOXA2, HOXA6 HOXAS5, HOXAG6 CastejSie metylované u I'udi <60 rokov,
u MSS/MSS-L, CIMP-L/0
[l génova expresia
(Chung et al. 2019) 369 46 Infinium Human LMXIA, SOXI, ZNF177 LMXIA spojené s hor$im celkovym prezivanim, a prezivanim
Methylation 450K bez ochorenia v I a II §tadiu
BeadChips
(Sun et al. 2020) 122 - MeDIP Cl4orf159, CADM3,CNRIP1, GRIA4, | CADM3, CNRIP1, GRIA4, GSTM2, NRXNIvplyv na celkové
[llumina MiSeq GSTM?2, NRXN1, PRKG, RSPO2 prezivanim u KRK pacientov
platforma |l génova expresia

PCR- polymerazova retazova reakcia, MSP- Metylacne-$pecificka PCR, BSP- bisulfitové sekvenovanie, qMSP - Kvantitativna metylacne-$pecificka PCR, COBRA-
kombinovana bisulfitova restrikéna analyza, KRK-kolorektalny karcinom, RK- rektalny karcinom, MeDIP -imunoprecipitacia metylovanej DNA
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TabulPka ¢. 5 Zoznam hypermetylovanych génov v prekanceréznych stadiach

Autor Pacienti | Kontrolna Pouzita metéda Gény Poznamka
sA skupina

(Toyooka et al. 19 - MSP CDHI13 Strata génovej expresie

2002)

(Lietal. 2003) 29 MSP SLC548 Hypermetylované v
ACF

(Leeetal. 2004) | 92 24 MSP APC, DAPK, CDHI, MGMT, pl4kF Spojené so vznikom
nadoru nie vsak
s progresiou (okrem
génu APC)

(Suzuki et al. 30 - MSP SFRPI, SFRP2, SFRP5 11 génova expresia

2004)

(Taniguchi et al. 44 - MSP WIF1 |l génova expresia

2005)

(Hesson et al. 8 - MSP RASSF24 Spojené s nemutovanym

2005) KRAS genotypom
|l génova expresia

(Kim et al. 2006) | 42 - MSP MGMT, pl6™5* MLHI, TIMP3, CDHI, p14**", THBSI, Zvysovanie vyskytu

HLTF metylacie v sekvencii

normalny ¢revny epitel-
adenom- KRK

(Sato et al. 2007) | 29 34 MSP DKK?2, DKK3 [l génova expresia

(Rojas et al. 42 15 MSP TSP1 Strata génovej expresie

2008)

(Psofaki et al. 39 20 MSP MLHI, p16™&#*. MGMT ZvySovanie vyskytu

2010)

metylacie v sekvencii
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normalny ¢revny epitel-
adenom- KRK
89 51 COBRA USP44 |l génova expresia
(Sloane et al.
2014)
(Galamb et al. 15 - [lluminaBeadChip 450K AXIN2, DAAM?2, DKK4, SOX17, *SFRPI, *ﬂgénové expresia
2016) *SFRP2,*SFRP4,*APC,*PRICKLE],
(Ma et al. 2016) 88 47 COBRA ROR2 Strata génovej expresie
(Bartak et al. 15 15 Methylight SFRPI, SFRP2, SDC2, PRIMAI 11 génova expresia
2017)
(Park et al. 2018) | 190 - qMSP SDC2
Pyrosekvenovanie
(Andrew et al. 34 15 [lluminalnfiniumHumanMethylation | RET,GSGIL, MIR4493, NTNG1, MCIDAS, ZNF568, RERG | Spojené s BRAF'
2017) 450 BeadChip mutaciou
(Liu et al. 2019) 40 - [llumina HumanMethylation450 SV2B, MLHI, EPM2AIP1, Cl6orf62, MLH]1 spojené s BRAF'
platform RCOR3, BAIAP3, OGDHL, HDHD3, ATP1B2 mutaciou a CIMP-H
|| génova expresia

PCR- polymerazova retazova reakcia, MSP- Metylacne-Specifickd PCR, COBRA- kombinovana bisulfitova restrikéna analyza, A - Adeném, ACF - aberant crypt foci,
gMSP - Kvantitativna metylacne-Specificka PCR

22




7. Hypometylacia DNA

7.1 Charakteristika Hypometylacie DNA

Hypometylacia DNA predstavuje stratu metylovej skupiny na 5-mC nukleotide. Vyskytuje sa
v celom gendme, zvyCajne sa vSak vyskytuje v repetitivnych oblastiach, ktoré tvoria priblizne 50%
Pudského genomu a vedie k nadmernej expresii protoonkogénov, aktivacii génov v zarodo¢nej linii,
alternativnych prométorov, transponovatelnych elementov, a ku gendémovej nestabilite (Mukamel et al.
2013; Pfeifer 2018). Jednou z prvych pozorovanych asociacii DNA hypometylacie s rakovinovym
ochorenim bola spojena s pritomnost'ou aberantnej regulacie RAS onkogénnu u KRK uz v roku 1983
(Feinberg et al. 1983). Zvycajne sa DNA hypometylacia vyskytuje v pokrocilejsich stadiach vyvoja

nadoru a ovplyviiuje genom vo va¢sej miere ako hypermetylacia (Chen et al. 2017).

7.2. Hypometylacia DNA u KRK a prekanceréznych Stadii

Prehlad génov hypometylovanych v KRK je uvedeny v Tabulke ¢.6. Gény hypometylované u

KRK st zvy¢ajne zapojené do bunkovych regula¢nych drah, ako st gény bunkového cyklu (DCLREIC),
gény ovplyvnujice apoptdzu (CASPS), regulatory transkripcie (IGF2, TCF7L1, HESI) a gény DNA
opravnych systémov (CCNH, DCLREIC) (Farkas et al. 2014; Baba et al. 2010; Wu et al. 2017)
Ako vidiet v Tabulke ¢.6., hypometylacia DNA u vacSiny génov viedla k zvySeniu ich expresie.
K najcastejsie hypometylovanym génom v KRK patrili HESI, MYC, IGF2 a LINE-1 element a ich
hypometylacia bola spojena s hor§imi progndzami u pacientov. Hypometylacia génu HES! bola spojena
s horsou histologickou klasifikaciou, pritomnostou metastaz v lymfatickych uzlinach (Wu et al. 2017).
V géne MYC a LINE-1 sa mnozstvo metylacie s neoplastickou progresiou - od epitelového tkaniva cez
adenoém az po KRK znizovalo (Sharrard et al. 1992; Shademan et al. 2020).

NajcastejSie Studovanym hypometylovanym génom v KRK bol /GF2. Jeho hypometylacia
viedla k strate génového imprintingu a k zvySeniu jeho expresie ¢im sa zvysila bunkova proliferacia
(Kasprzak et al. 2019) Hypometylacia génu /GF?2 prevladala u muzského pohlavia, bola d’alej spojena
s niz§im Stadiom KRK, MSI-L/MSS statusom, CIMP-L, KRAS mutaciou, hor§im prezivanim a vy$Sou
mortalitou u pacientov. Hypometylacia génu [GF2 bola dalej nezavisle asociovana
s pritomnostou LINE-1 metylacie (Baba et al. 2010). Gény MYC a LINE-1 boli metylované aj
v adenomoch a mnozstvo DNA metylacie sa znizovalo s neoplastickou progresiou (Tabulka ¢.7)

(Sharrard et al. 1992; Shademan et al. 2020).
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Tabul’ka €.6 Zoznam identifikovanych hypometylovanych génov v KRK

Autor Pacienti s Kontrolna Pouzita metoda Gény Poznamka
KRK skupina

(Sharrard et al. 1992) 9 10 Southernblots MYC Znizovanie mnozstva metylacia
s neoplastickou progresiou - od normalneho
epitelu cez adendm az po KRK
{f génova expresia

(Grunau et al. 2008) 40 - COBRA BAGE Castejsie na pravej strane

(Ogino et al. 2008) 634 - Pyrosekvenovanie LINE] Spojena s celkovo hor$im prezivanim
a vyssou mortalitou

(Baba et al. 2010) 1178 51 Pyrosekvenovanie IGF?2 Spojeny s celkovou vys§sou imrtnost'ou ,
Hypometylacia spojena s muzskym
pohlavim, s nemutovanym BRAF a KRAS
genotypom, MSI-L/MSS statusom a LINE
metylaciou, CIMP-L/0

(Farkas et al. 2014) 12 12 [lluminaBeadChip 450K TTN, SMAD2, CCNH, TCF7LI *ﬂ génova expresia

CTNNBI, *CASPS, *DCLREIC

(Galamb et al. 2016) 9 [lluminaBeadChip 450K CACYBP, CTNNBI, MYC { génova expresia

(Vymetalkova et al. 32RK 32 [lluminaBeadChip 450K ADHFEI, BPIL3, CYP27, Al,

2016) GPRS85, HBBP1

(Wuet al. 2017) 65 50 MSP HES] Spojena s horSou histologickou klasifikaciou
s pritomnost’ou metastaz v lymfatickych
uzlinach a s horSou prognézou u pacientov
{} génova expresia

(Ansar et al. 2020) 548 548 [llumina Infinium SMAD3

HumanMethylation450
BeadChip

24




(Hahn-Stromberg et al. | 31 - Pyrosekvenovanie CLDNI, CLDN7, CLDN4
2017)
(Sun et al. 2020) 122 - Infinium CEACAMG6, GRHL2, SRPRB GRHI2 spojeny s hor$im celkovym
HumanMethylation450 prezivanim u pacientov
{} génova expresia

PCR- polymerazova retazova reakcia, MSP- Metyla¢ne-$pecificka PCR, COBRA- kombinovana bisulfitova restrik¢éna analyza, KRK-kolorektalny karcinom, RK- rektalny

karcinom

TabulPka ¢.7 Zoznam identifikovanych hypometylovanych génov v prekancer6znych stadiach

Autor Pacienti s A Kontrolna Pouzita metoda Gény Poznamka
skupina
(Sharrard et al. 1992) 8 10 Southern blots MYC {'génova expresia
(Galamb et al. 2016) 15 - [llumina BeadChip 450K FZD3,*CACYBP *{lgénova expresia
(Shademan et al. 2020) | 11 - AQAMA LINE-1 Znizovanie vyskytu metylacie s vyvojom
adenomu
1} génova expresia

A - Adeném, AQAMA - absolttna kvantitativna analyza metylovanych alel
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8. Zaver

KRK patri k najcastej$ie sa vyskytujucim rakovinam na svete. Jej vznik je vysledkom
hromadenia mutacii a epimutacii v ¢revnych bunkach, ¢o vedie k abnormalnej bunkovej proliferacii
a tvorbe metastaz. Cielom tejto prace bolo charakterizovat’ tlohu DNA metylacie ako regulatora
transkripcie v ramci vyvoja KRK a u adendmov nachadzajtcich sa v hrubom ¢reve. Zvyseny vyskyt
DNA metylacie v rakovinovych bunkach je ¢asto pozorovany v miestach génového promotora a vedie
k umlc¢aniu transkripcie a naslednému znizeniu expresie tychto génov.

V sucasnosti je vyuzivanych niekol’ko metod, ktorymi je mozné detegovat’ zmeny v DNA metylacii. Na
zaklade pouzitej metody je DNA metylaciu mozné detegovat’ bud’ na Grovni celého genému alebo iba
v jednotlivych Castiach génov.
Hypermetylacia DNA prométora je zvyc€ajne spojena so znizenim expresie, vyskytom BRAF alebo
KRAS mutacie, MSI statusom a CastejSou lokalizaciou na pravej strane ¢reva. Hypometylacia je ¢asto
spojena so zvysSenim expresie.

K najcastejsie hypermetylovanym génom v KRK patria MLHI, MGMT, p14***, APC a SFRP.

Obdobne, uadenomov bola tiez zaznamenand DNA metylacia v tychto génoch. Gén MGMT bol
hypermetylovany aj v normalnej ¢revnej mukoze, ¢im je poukdzané na jeho mozné vyuzitie ako
potencionalneho prognostického a diagnostického biomarkeru.
Medzi najéastejSie hypometylované gény patria IGF2, MYC, HESI a LINE-1. Gény MYC a LINE-1
boli metylované aj v adenémoch a mnozstvo DNA metylacie sa znizovalo s neoplastickou progresiou.
Pritomnost’ metylacie v génoch /GF2, HESI a LINE-1 bola spojena s celkovo horS§imi progndzami
u pacientov s KRK. To poukazuje na moznost’ vyuzitia tychto génov ako moznych potencionalnych
biomarkerov.

U adendémov bola aberantna metylacia pozorovana menej ¢asto ako v nadoroch. Vyskyt
metylacie sa s progresiou adenomu ku karcindmu zvySoval. To naznacuje, Ze k aberatnej metylacii
dochadza uz na zadiatku sekvencie adendm-karcinom. Metylacia teda ovplyviuje aj gény, ktoré sa
podielaju na iniciacii a progresii KRK. Stidium DNA metylaénych zmien predstavuje sa¢asné téma
a stanovenie metyla¢nych zmien v kaskade adenom-KRK by mohlo byt uzito¢nym, a to nielen pre

prognostiku, diagnostiku a predikciu odpovede na liecbu.
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