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Abstrakt

Kolorektalni karcinom (KRK) patii mezi nejcastéj$i nddorova onemocnéni jak ve
svéts, tak i v Ceské republice. Predispozice pro vznik KRK zahrnuji faktory genetické i
epigenetické zmény, dae také faktory zevniho prostfedi a mikroprostiedi. Tyto nadory Casto
velmi dobfe reaguji na 1écbu, predev§im v ranych stadiich, nicméné u €ésti pacientii dochazi
k brzkému néavratu onemocnéni. Vzhledem k tomu, Zze incidence KRK v poslednich letech
stale neklesa, jedna se o aktudlni problém vyZzadujici novy pfistup, jehoZ cilem je zlepSeni
diagnostiky, pfezivani i kvality Zivota pacientli s KRK. Z tohoto divodu se stile vice do
popfedi zdjmu dostava takzvana tekuta biopsie, ktera piedstavuje minimalné invazivni pfistup

k pacientovi a umoziluje sledovat zmény v organismu v redlném case.

Jedny z biomarkerli, které mohou byt detekovany pomoci tekuté biopsie, jsou malé
nekodujici molekuly RNA - mikroRNA (miRNA). V této diplomové préci byla analyzovana
genova exprese dvou miRNA, konkrétn€ miR-122-5p a miR-142-5p v plazmé a tkéanich
pacienti s KRK a v plazmé kontrolni skupiny zdravych darcii krve. V ramci nasi studie jsme
identifikovali vyznamné zmény v expresnich hladindch obou miRNA u pacienti s KRK
v porovnani se zdravymi jedinci bez nddorového onemocnéni. Konkrétné byly pozorovany
vy$§i expresni hladiny obou miRNA u KRK pacienti oproti kontrolni skupiné bez
nadorového onemocnéni. K dispozici byly opakované odbéry krve pacientd s KRK, které byly
odebrany v ¢ase diagnozy, 6 az 9 mésicli od diagndzy a rok od diagnozy. Rok od diagnozy
jsme pozorovali pokles exprese obou mikroRNA u pacientt, kteti poté v blizké dobé zemfeli..
Dale byla v tkanich nadora sledovana exprese cilovych gent pro vazbu mikoRNA. Sledovali
jsme geny BLCIL2, KIF2C a RPF2. Jako referenc¢ni byl zvolen gen ACTB. Signifikantni
zmeény jsme pozorovali u cileného genu RPF2, jehoz niz8i expresni hladina odpovidala vyssi
expresi miRNA. Toto pozorovani bylo potvrzeno i pfi stanoveni proteinové hladiny cilovych

genl.

Dle naSich vysledkii, mikroRNA piedstavuji slibny biomarker pro diagnostiku, ale

také pro stanoveni prognozy pacientii s KRK.

Kli¢ové slova: cirkulujici biomarker, mikroRNA, kolorektalni karcinom, odpovéd’ na 1écbu



Abstract

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common cancers both in the world and in
the Czech Republic. Predispositions for the development of CRC include genetic and
epigenetic changes, as well as environmental and microenvironmental factors. These tumours
often respond very well to treatment, especially in the early stages, but some patients
experience early recurrence of the disease. As the incidence of CRC has not declined in recent
years, this is a current problem requiring a new approach aimed at improving diagnosis,
survival and quality of life of patients with CRC. For this reason, liquid biopsy, which is a
minimally invasive approach to the patient and allows real-time monitoring of changes in the

body, is increasingly gaining prominence.

One of the biomarkers that can be detected by liquid biopsy are small non-coding
RNA molecules - microRNAs (miRNAs). In this thesis, the gene expression of two miRNAs,
namely miR-122-5p and miR-142-5p, was analyzed in plasma and tissues of CRC patients
and in plasma of a control group of healthy blood donors. In our study, we identified
significant changes in the expression levels of both miRNAs in CRC patients compared to
healthy cancer-free subjects. Specifically, higher expression levels of both miRNAs were
observed in CRC patients compared to the cancer-free control group. Repeat blood samples
from CRC patients were available and were collected at the time of diagnosis, 6 to 9 months
after diagnosis, and 1 year after diagnosis. One year after diagnosis, we observed a decrease
in expression of both microRNAs in patients who then died in the near term. Furthermore, the
expression of target genes for microRNA binding was monitored in tumor tissues. We
monitored the genes BLC1L2, KIF2C and RPF2. ACTB gene was chosen as a reference gene.
Significant changes were observed in the target gene RPF2, whose lower expression level
corresponded to higher miRNA expression. This observation was also confirmed when the

protein levels of the target genes were determined.

According to our results, microRNAs represent a promising biomarker for diagnosis,

but also for determining the prognosis of CRC patients.

Keywords: Circulating biomarker, MicroRNA, colorectal cancer, therapy response



Seznam zKkratek

5-FU 5-fluorouracil

ACTB Gen kodujici B-aktin

ALDOA Aldolaza A

APC Adenomatous polyposis coli

BCL2LI1 Bcl-2-like protein 1

BCLx Alternativni sestiih genu BCL2L1

BFB Break fusion bridge

BMI Body mass index

BSA Bovin serum albumin

CA 9-19 Carbohydrate antigen 19-9

CARMI1 Coactivator-associated arginine methyltransferasel
cDNA complementary DNA (komplementarni DNA)
CEA Carcinoembryonic antigen, karcioembryonalni antigen
CIMP CpG island methylator phenotype

CIN Chromosomal instability

CpG CG bohaté oblasti DNA

CRC Colorectal carcinom, kolorektalni karcinom
CTC Cirkulujici nddorové bunky

ctDNA Cirkulujici nddorova DNA

DCC Netrinovy receptor DCC

DNA Deoxyribonukleova kyselina

DNMT DNA metyltransferaza

EGFR Receptor epidermalniho ristového faktoru
FAP Familiarni adenomat6zni polyp6za

FIT Fekalni imunochemicky test

GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
gTOKS Guajakovy test na okultni krvaceni ve stolici
GTP Guanosintrifosfat

HNPPC Hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom
CHRPE Congenital hypertrophy of the retinal pigment epithelium
KIF2C Kinesis family member 2C

KRAS Kirsten rat sarcoma virus

KRK Kolorektalni karcinom



LOH
MCAK
MDM2
miRNA
MSI
MSS
MUTYH
PBS
PCA
PTEN
RIN
RISC
RNA

RT-PCR
SD
SDHB
SMAD4
SSA
STR
Tiam1
TNM
TP53
TSA
UEM
VEGF
WB
XPO5

Lost of heterozygosity

Mitotic centromere-associated kinesin

Mouse double minute 2 homolog

MikroRNA

Microsatellite instability

Mikrosatelitné stabilni polypy

Gen kodujici DNA MUTYH glykosylazu

Fosfatovy pufr

Principal component analysis

Gen kodujici homolog fosfatazy a tenzinu

RNA integrity number

RNA-inducted silencing complex

Ribonukleova kyselina

revolution per minute (otaky za minutu)

Real-Time PCR

Smérodatna odchylka

Sukcinat dehydrogenaza

Clen rodiny SMAD 4, patfi k proteintim transkripénich faktort
Ptisedl¢ seratni adenomy

Short tandem repeats

T-cell lymphoma invasion and metastasis-inducting protein 1
Systém pro hodnoceni stddia nddorového onemocnéni
Gen kodujici protein p53

Tradi¢ni seratni adenomy

Ustav experimentalni mediciny

Vaskularni endotelovy ristovy faktor

Western Blot

Exportin 5



1. Uvod

Kolorektalni karcinom (KRK) je naddorové onemocnéni, které patii mezi nejcastejsi
typ rakoviny ve svété i v CR a podle souasnych statistickych udajii patii CR mezi staty
s nejvyssi incidenci KRK 1 piesto, ze prevence a osvéta proti onemocnéni stoupd. Navzdory
tomu, znacna ¢ast pacientll s KRK je diagnostikovdna az v pokrocilém stadiu onemocnéni, a
proto se stale vice klade dliraz nejen na provadéni preventivniho screeningu, ale také na nové
metody a pfistupy v diagnostice KRK ¢i sledovani terapeutické odpovédi pacientii na

podavanou 1écbu.

Screeningové programy cili pfedev§im na osoby ve véku nad 50 let. Jednim ze
screenigovych testll je test na okultni krvaceni ve stolici (TOKS), po kterém v piipadé
pozitivniho vysledku, nasleduje provedeni kolonoskopie. Hlavni nevyhodou kolonoskopie je
jeji invazivita, diskomfort pro pacienta a mozna rizika jako je protrZeni stény stfeva. Proto se
dostava stale vice do poptedi tzv. tekuta biopsie - hledani novych biomarkerd, které by mohly
detekovat KRK c¢asnéji s minimdlni invazivitou. Pomoci tekuté biopsie lze sledovat
heterogenitu onemocnéni a jeho pfipadné zmény v aktualnim Case bez vystaveni pacienta
invazivnim zékrokim. Zefektivnénim screeningu lze snizit vyskyt KRK a s tim souvisejici

amrtnost.

Mezi slibné biomarkery patii i mikroRNA (miRNA). Jednd se o kratké (~ 22
nukleotidil) nekodujici RNA, které mohou regulovat expresi genli na post-transkripéni tirovni
a uplatiiuji se skoro ve vSech bunécnych procesech. Bylo také dokazano, ze miRNA vykazuji
potencidl i v regulaci maligni transformace a jsou tak pfedmétem mnoha vyzkumnych studii.
Jejich hlavni vyhodou je, Ze je Ize snadno detekovat v riznych télnich tekutindch a vykazuji

potiebnou stabilitu. I proto jsou povazovany za velmi slibné nadorové biomarkery.

Cilem diplomové prace bylo ovéfit, zda cirkulujici miRNA piedstavuji diagnosticke,
prognostické nebo prediktivni markery u pacienti s KRK a zda ndmi identifikované miRNA
vykazuji slibnéjsi potencial nez b&ézné stanovované biomarkery CEA a CA-19-9. Obé miRNA

—miR-122-5p a miR-142-5p byly zvoleny na zéklad¢ piedchozi studie (Cervena ef al., 2021).
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2. Kolorektalni karcinom

KRK je nadorové multifaktoridlni onemocnéni, podminéné jak genetickymi, tak i
epigenetickymi pfi¢inami a v neposledni fad¢ i1 faktory zevniho prostfedi a mikroprostiedi.
Jednd se o onemocnéni, u kterého se také predpoklddd souvislost s nezdravym Zivotnim
stylem, tedy i zpiisobem jakym se stravujeme. Hlavnim rysem KRK je maligni transformace
epitelové buniky tlustého stfeva z adenomu v karcinom mnohastupfiovym procesem (Obrazek
¢. 1). V genomu buniky dochézi k postupné akumulaci genetickych zmén, jejichz vysledkem
muze byt prav€ maligni transformace. Tyto genetické zmény mohou byt dédicné nebo
sporadické v disledku kancerogennich faktori, kterym je builkka b&hem svého zivota

vystavena (Sawicki et al., 2021).

Invazivnl karcinem

carcinom in sltu

Obrazek 1: Maligni transformace bunky (Karen Miller, 2005)

Kolorektalni karcinomy jsou klasifikovany podle lokalizace v tlustém stievé na naddory
tlustého stieva — diagndza s oznaenim C18, nadory rektosigmoidalniho spojeni — diagnoza
s oznaenim C19 a nadory rekta — diagn6za s ozna¢enim C20 (Wittekind and Sobin, 2004).
Néadory tlustého stfeva zaujimaji cca 63 % vSech KRK. (Carethers, 2018), (Granados-Romero
etal.,2017a).

KRK dosahuje n€kolika rtiznych stadii v pribehu svého rozvoje. Na klasifikaci stadia
KRK zavisi dalsi 1écebny postup, ale 1 prognoza pacienta. Nejvyuzivanéjsi je systém TNM,
ktery ustanovila organizace American Joint Committee on Cancer (www.facs.org). Pismeno T
oznacuje tumor a fikd ndm, jak je tumor velky a do jaké hloubky vrstev tlustého stfeva
prorusta. Pismeno N oznacuje nodus (lymfatickd uzlina) a podava informaci o pfitomnosti

nadorovych bunék v lymfatickych uzlindch. Pismeno M oznafuje metastdzy a jejich rozsiteni

(Granados-Romero et al., 2017a). Piehled syst¢ému TNM je uveden v Tabulce 1.
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Tabulka 1: Prehled systéemu TNM (upraveno) (Kim, 2010)

T (tumor) N (noduli) M (metastazy)
Tx velikost nelze zjistit |Nx nelze stanovit Mx nelze stanovit
; regionalni lymfatické uzliny bez vzdalenych
TO neni NO ) .y MO0 .
nejsou postizeny metastaz
T1 <laz5cm N1 |postizena 1 az 3 uzliny M1 metastazy pritomny
T2 >3 az5cm N2 |postiZzeny vice jak 4 uzliny
T3 >5az7cm N3 |postizeny jakékoliv uzliny podél cévniho kmene
prorista do okolnich
T4 ,
tkani, >7 cm
Tis carcinoma in situ

Findlni stadia

St. 0 |carcinoma in situ, bez metastaz

St. | maly invazivni karcinom, bez metastaz
St. Il |vétsi invazivni karcinom, muZe byt velké postiZeni uzlin
St. lll Jrozsahly invazivni karcinom, rozsahlé postizeni uzlin

St. IV |vzdalené metastazy pfi jakémkoliv rozsahu primarniho nddoru

2.2.Problematika kolorektalniho karcinomu v Ceské republice a ve svété

V roce 2020 bylo celosvétové diagnostikovano vice nez 1,9 milionu novych ptipada
KRK a 930 000 umrti. Incidence onemocnéni byla nejvyssi v Australii, na Novém Zélandu a
také v Evropé. Z téchto dat se predpoklada, ze do roku 2040 vzroste pocet novych ptipada
KRK na 3,2 milionu ro¢né a 1,6 milionu umrti (Morgan et al., 2023). KRK patii v Ceské
republice k nejcastéjSim nadorovym onemocnénim jak u muzi, tak u Zen. Incidence KRK
v roce 2020 byla ptes 8 000 novych piipadli malignich nadort tlustého stieva nebo kone¢niku

(Obrazek ¢. 2 a 3).

12



Pocet novych pfipadu v roce 2020, tlusté stfevo, obé pohlavi, vSechny vékové skupiny
Oceanie
20 654 (1.1%

Afrika
66 198 (3.4%)
Latinska Amerika a Karibik

134 943 (7%) . .
severni Amerika

180 575 (9.3%)

Asie
1009 400 (52.3%)

Evropa
519 820 (26.9%)

celkem : 1 931 590

Data souree: Globocan 2020
Graph production: Global Cancer
Observatory (http/igeo arc fr)

Obrdazek 2: Pocet novych pripadiit KRK celosvétove v roce 2020 (GLOBOCAN, 2020)

Incidence a mortalita CR (2020), obé& pohlavi, viechny vékové kategorie

Prostata

I
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|
ey
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Non-Hodgkinty lymfom
0- 2000 4000 6000 8000

Data source: Globocan 2020
Graph production: Global Cancer
Obsenvatory {httpi//geo jarc.ir)

Obrazek 3: Incidence a mortalita nadorovych onemocnéni v CR v roce 2020 (GLOBOCAN, 2020)

U pacientt v mlad$im véku je onemocnéni ¢asto diagnostikovano v pokro€ilém stadiu,
coz vyznamn¢ zhorSuje prognézu i kvalitu Zivota (Patel and Ahnen, 2018). Ferlay a kol.
uvadi, ze piiblizné 9,7 % vSech nové diagnostikovanych nadort se nachazi v tlustém stfeve
(Ferlay et al., 2010). Jak uz bylo zminéno KRK je heterogenni onemocnéni, dosud byly

identifikovany c¢tyfi hlavni molekularni drahy, které vedou k maligni transformaci a vzniku



KRK. Jedna se o chromozomalni nestabilitu (CIN), hypermetylaci CpG ostrivka (CIMP),
mikrosatelitovou nestabilitu (MSI) a seratni cestu (Harrison and Benziger, 2011).
Molekularné-genetické odliSnosti jednotlivych drah vzniku KRK budou dale popsany
v kapitole 2.3.

Mezi Sirokou Skalu klinickych pfiznakit KRK patii bolest bficha, zmény ve
vyprazdiiovani, ubytek hmotnosti, nevolnosti a zvraceni nebo abdomindlni distenze. U
karcinomil, které jsou lokalizovany ve stfevé distalné je typické krvaceni z kone¢niku oproti
proximalnim karcinomim, u kterych dochézi spiSe k okultnimu krvaceni. Toto krvaceni miize
také zplsobit anémii jako sekunddrni pfiznak. Metastazovani KRK nachdzime vétSinou
v jatrech kvuli blizké lokalizaci a ob&hu krve a také v plicich (Granados-Romero et al.,

2017b).

U pacientli s KRK je pétileté piezivani 65 % (jedna se o pacienty ptezivajici déle nez 5
let od diagn6zy KRK bez ohledu na vék a stddium onemocnéni), desetileté prezivani je 58 %.
Doba prieziti také souvisi se stddiem KRK v dobé diagnézy (Granados-Romero ef al., 2017a).
Obecné je doba piezivani krat§i se zvySujicim se stddiem. Pétileté piezivani az 90 %
nalezneme u lokalizovaného tumoru bez postizeni lymfatickych uzlin, pii postizeni
lymfatickych uzlin pfezivani klesa na 68 % a ve stadiu IV srozvinutymi vzdalenymi
metastdzami klesd az na 10 % (Granados-Romero et al., 2017a). Metastazy se vyvinou
pfiblizné u 50-60 % diagnostikovanych pacienti (Granados-Romero et al., 2017a). OvSem
doba pfeziti pacienta je také zavisld na ptitomnosti konkrétniho typu mutace, kdy pfi
nékterych mutacich genli mize byt prezivani ve vys$im stddiu onemocnéni lepsi neZ v niz§im
stupni (Granados-Romero et al., 2017a). Naptiklad pacienti s mutacemi v genu KRAS maji
horsi dobu preziti neZ pacienti s divokym typem KRAS. S horsi progndzou byla také spojena

mutace v genu BRAF (Mouradov et al., 2013; Zeineddine et al., 2023).

Riziko vzniku KRK je také zvySeno u pacientil trpicich chronickymi zanétlivymi
onemocnénimi stfev, avSak jeSt¢ neni zcela popsano, jakym mechanizmem zanét
zprostfedkovava karcinogenezi. Zanét mize zvySovat mutagenezi generovanim oxida¢niho
stresu a tvorbou volnych radikalt (Boland and Goel, 2010a). Dalsi rizikové faktory jsou Casty
a vyssi pfijem alkoholu, obezita, koufeni a astd konzumace zpracovaného a ¢erveného masa,
zejména pak sedavy zpiisob Zivota s nedostatkem pohybu. Tyto rizikové faktory jsme ale
schopni ovlivnit a pfizpisobit tak Zivotni styl a dietni omezeni a tim do urcité miry riziko

vzniku KRK snizit. Déle snizuje riziko fyzicka aktivita, dostateny piijem zeleniny a ovoce
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al., 2013).

2.3. Genetické faktory vedouci ke vzniku kolorektalniho karcinomu

Genetické zmény mohou byt rizné povahy, casto se jedna o bodové mutace, které se
objevuji v pribéhu Zzivota a postihuji jednotlivé bunky. V téchto piipadech hovofime o
sporadickych karcinomech. Vyznacuji se heterogenni patogenezi, jelikoZ bodové mutace
ovlivituji rizné geny. U KRK ale 1ze pozorovat specifickou posloupnost mutaci, kterou

nasleduje morfologickd zména zacinajici tvorbou adenomu (Marmol ef al., 2017a).

Genetické zmény se tykaji pfedev§sim onkogent, tumor-supresorovych genti a genil
zahrnutych do opravy DNA poskozeni. V bunice dochdzi vlivem mutaci téchto genl
k naruSeni regulace proliferace, diferenciace a nasledné selekéni rastové vyhodé. U
sporadickych typa karcinomu stoupd frekvence mutaci s vékem. Sporadickych KRK je cca
90-95 %, zbyvajicich 5-10 % KRK se projevuji jako dédi¢né syndromy. Typickym rysem pro
dédicné syndromy je Casny nastup onemocnéni a urcity typ nadoru (tato problematika je

podrobnéji popsana v kapitole 2.2.) (Sawicki et al., 2021).

Diky genetickym a histologickym vySetfenim bylo zjisténo, ze KRK casto vznikaji
jako postupné se vyvijejici dyspldzie normalni sliznice stfeva. Na pocatku 90. let minulého
stoleti byla navrzena hypotéza, Ze existuji genetické drahy, ktera vede ke zvratu adenomu
v karcinom (Fearon and Vogelstein, 1990). Doposud byly identifikovany ¢tyfi hlavni drahy
vedouci k maligni transformaci KRK. Jednd se o cestu chromozomalni nestability (CIN),
drédhu oznacovanou jako CIMP (CpG metylatorovy fenotyp), drdhu mikrosatelitové
nestability (MSI) a seratni cestu (Harrison and Benziger, 2011; Nguyen, Goel and Chung,
2020; Vodicka et al., 2020).

2.3.1. Draha chromozomalni nestability (CIN)

Velké mnozstvi KRK vznika cestou chromozomalni nestability, pro kterou je
charakteristicka ztrata nebo zisk jiZ v po€tu chromozomi nebo jejich ¢asti. S abnormalitami
v karyotypu u nadori spjatymi s cestou CIN je spojena akumulace charakteristickych mutaci
ve specifickych tumor-supresorovych genech (napt. APC, TP53, SMAD2, SMAD4 ¢i DCC) a
onkogenech (napt. KRAS, APC, TP53, SMAD2, SMAD4 ¢i1 DCC). CIN se objevuje u 65-70 %
sporadickych KRK. Fenotyp CIN miize vzniknout disledkem defektl v drahach, které
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zajiStuji pfesnou segregaci chromozomi. Dal$i moznosti vzniku CIN mulze byt vyskyt
abnormalniho poctu centromer a jejich funkce, nebo také dysfunkce telomer (Pino and Chung,
2010a), koncovych casti eukaryotickych chromozomti (Tomasova et al., 2020).
Charakteristickd ztrata heterozygozity (LOH) zplsobuje ztratu primérné 25-30 % alel
v nadorech, ale mohou se objevit 1 ztraty kolem 75 % alel. U KRK dochézi nej€astéji ke ztraté
na chromozomu 1, 5, 8, 17 a 18, kde u chromozomu 18 se vétSinou jednd o ztratu casti

chromozomu, ktera je nejspise zptisobena mitotickou nondisjunkci (Méarmol et al., 2017b).

U drahy CIN nejcastéji dochazi k aktivaci Wnt signalizace pomoci naruSeni genu 4PC
na chromozomu 5q21.51. Zarode¢né mutace v genu APC jsou zodpovédné za familiarni
adenomatozni polypdézu (FAP), na druhou stranu, somatické mutace jsou pozorovany u 5 %
dysplastickych aberantnich krypt, 30-70 % adenomi a az u 72 % sporadickych nadort.
Dal8im genem je pak protoonkogen KRAS, ktery se nachazi na chromozomu 12 a uplatiiuje se
v transdukci intraceluldrnich signali. Mutace v genu KRAS byly nalezeny u 30-50 % ptipada
KRK (Hong, 2018).Dal§im vyznamnym genem, ktery se podili na vzniku KRK je gen 7P53,
ktery se nachdzi na kratkém raménku 17. chromozomu. Jedna se o nddorovy tumor-supresor a
predstavuje hlavni koordinator bunécnych odpovédi na stres, vcetné poSkozeni DNA,
oxida¢niho stresu a dalSich. Mutace v genu 7P53 vedou hlavné k syntéze neaktivniho

proteinu s dlouhym polo¢asem zivotnosti (Pino and Chung, 2010b).

2.3.2. CIMP (CpG metylatorovy fenotyp)

Jedn4 se o druhou nejcastéjsi cestu vedouci k maligni transformaci tkané stieva a
vyskytuje se asi u 15 % sporadickych KRK. Charakteristickym znakem je umlceni tumor-
supresorovych genii pomoci hypermetylace piisluSnych promotori a soucasné globalni
hypometylace DNA. Promotory, které obsahuji CpG ostrivky, akumulované CpG
dinukleotidy, jsou nachylné k hypermetylaci (Harrison and Benziger, 2011), (Illingworth and
Bird, 2009). Nejcastéji dochazi k uml€eni pomoci metylace v genech MLHI, MINTI, MINT?2,
MINT31 a p16 (Rhee, Kim and Kang, 2017). Metylace DNA je uskute¢iiovana pies enzymy —
DNA metyltransferazy (DNMT), kdy tyto enzymy pfidaji metylovou skupinu do 5’polohy

cytosinu za vzniku 5-metylcytosinu (Nazemalhosseini Mojarad et al., 2013).

Ptedchozi studie odhalily, Ze u KRK se objevuji 2 typy metylaci, které jsou spojeny
s progresi rakoviny. Metylace typu A je souvisejici s v€kem, metylace typu C, kterd je pro

rakovinu specifickd. Nejprve vznika metylace typu A jako dlsledek normalniho starnuti
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epitelidlnich bun€k ve stifevé. Tento typ metylace miiZze také vést ke vzniku nadoru ve streve.
Metylace typu C byla nalezena vyhradné u pacientii vykazujicich fenotyp CIMP. K aberantni
metylaci genli dochazi prevazné v Casnych stadiich vzniku KRK a méné se pak podili na
progresi (Nazemalhosseini Mojarad et al., 2013). Piedchozi studie uvéadi, Ze pacienti
s vysokym CIMP u nddoru vykazuji krat$i dobu preziti nez pacienti s negativnim CIMP, ale
v dalSich studiich nebylo toto srovnéni statisticky vyznamné (Ward et al., 2003), (Advani et
al.,2021).

2.3.3. Mikrosatelitova nestabilita (MSI)

Mikrosatelity jsou kratké tandemové repetice (STR) o délce 1-6 parti bazi. Tvoii asi 3
% celého lidského genomu a diky své opakované struktufe jsou nachylné k vysoké mutacni
frekvenci (v téchto sekvencich DNA polymerdza nejcastéji chybuje). Nestabilita genomu je
v tomto piipad¢€ zplisobena chybami (vznik delSich nebo kratSich sekvenci), které se vyskytuji
v téchto opakujicich se sekvencich nukleotidlii v celém genomu. Nejbéznéji se vyskytujici a
asociované s onemocnénim jsou trinukleotidové repetice CAG, CTG, CGG a GAA. U
zdravych jedincii jsou tato opakovani stabilni (Harrison and Benziger, 2011). Jako nestabilitu
oznacujeme piitomnost opakujicich se sekvenci DNA o alternativni velikosti, které ale nejsou
ptitomné v zdrodecné DNA (Nojadeh, Behrouz Sharif and Sakhinia, 2018). Vyskyt mutaci
souvisi se systémem oprav chybného parovani DNA (DNA mismatch repair - MMR) dréhy,
ktery opravuje chyby v DNA zplisobené polymerdzami b&hem procesu replikace. Pokud
dojde k inaktivaci MMR genil, zanou se chyby nejen v mikrosatelitech hromadit, coz vede
ke vzniku MSI ata ke vzniku KRK. Mutace v genech MMR se vyskytuji predev§im u
Lynchova syndromu. Dal§im zplisobem, jak dochéazi k defektu téchto gent je jejich umlceni
pomoci hypermetylace jejich promotorti (Harrison and Benziger, 2011). Progndza pacientd
s Lynchovym syndromem spojenym s MSI je ale lepsi nez u pacientii se sporadickym KRK

s MSI (Boland and Goel, 2010).

Kolorektalni karcinomy spojené s poruchou v MSI maji charakteristické rysy jako je
vznik v proximdlnim tra¢niku, lymfocytarni infiltrat a vzhled pecetniho prstenu se Spatné
diferencovanymi nebo mucinéznimi buiitkami. Nadorové buiiky jsou casto diploidni a
vykazuji mensi miru LOH. U vétSiny téchto nadorl se objevuje ztrata exprese proteinu MLH1
a PMS2, kdy ztrata exprese MLH1 se zvySuje s v€kem (exprese proteinu je ztracena u 90 %
pacientt strasich 90 let). Tato skutecnost také souvisi s tim, Ze pacienti se sporadickym KRK

spojenym s MSI byli vyssiho véku nez pacienti s familiarni formou KRK spojeného s MSI.
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V roce 1997 byla definice MSI standardizovana, kdy se termin MSI vztahuje ke KRK s MSI-
high (MSI-H) — 30 % panelu mikrosatelitnich markerdt mutovano, MSI-low (MSI-L) se
vyskytuje u mnoha typii nddort, kde je alespoit 1 mutovany mikrosatelit ve vétsi casti KRK

(Boland and Goel, 2010).

2.3.4. Seratni cesta

V minulosti byly kolorektalni polypy rozliSovany pouze na 2 typy, a to adenomy a
hyperplastické polypy. Hyperplastické polypy byly povazovany za benigni bez maligniho
potencidlu a adenomy jako prekurzory KRK. Nov¢jsi studie ovSem prokézaly, zZe
hyperplastické polypy ve skute€nosti zahrnuji Sirokou a rozmanitou skupinu polypt, které
muzeme dale rozliSovat — tradi¢ni seratni adenomy (TSA), ptisedlé seratni adenomy (SSA) a
skute¢né hyperplastické polypy. Jednd se o nejbeznéjsi druh polypil ptredevSim v levém
tracniku a kone¢niku. TSA mizeme od SSA polypl odlisit tak, Ze jsou mnohem jednotngjsi
v populaci bun¢k nez ptisedlé polypy (SSA). Bylo také zjiSténo, Ze tyto rozdilné druhy polypt
postupuji k malignimu zvratu odliSnymi cestami. Zatimco TSA jsou vétSinou MSI-L nebo
mikrosatelitné stabilni (MSS), tak 15-20 % seratnich adenokarcinomt pochazi z SSA a jsou

MSI-H (Harrison and Benziger, 2011).

Cesta vzniku karcinomu ze seratni 1éze se ¢aste¢né prekryva sroli MSI 1 metylace
CpG ostravki. U témét 80 % TSA 1ézi rekta byly nalezeny mutace genu KRAS, které jsou
naopak vzacné u SSA. Ddéle se u seratnich 1ézi vyskytuji mutace genu BRAF, které se ale

vzajemné vylucuji s mutacemi KRAS (Harrison and Benziger, 2011).

2.4.Typy a charakteristika kolorektalniho karcinomu

Vétsina KRK se vyskytuje u pacientd bez genetické predispozice, ale az 25 % pacientd
toto onemocnéni jest¢ nebylo popsano. Sporadické karcinomy se vyskytuji nejcastéji u
pacientli, u kterych se stfedni v€k pohybuje v rozmezi 70-75 let a vétSina karcinomul se
nachazi v distalnim tra¢niku (Yamagishi et al., 2016). V poslednich dekadach se stale Castéji
muzeme setkat spacienty s KRK ve véku pod 40 let. Vzhledem ktomu, Ze vétSina
screeningovych programil je mifena na osoby nad 50 let, je u mladSich pacientii Castéjsi
pozd&jsi zachyt onemocnéni a stim spojend 1 hor$i prognéza. Incidence KRK

diagnostikovanych pted 40. rokem zivota se pohybuje v rozmezi 0,8 az 15 % (Campos, 2017).
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KRK se také mize vyskytovat v dédi€nych forméach, kam patii hereditarni
nepolypozni kolorektadlni karcinom a familiarni adenomatézni polypdza. Hereditarni
nepolypozni kolorektalni karcinom (HNPCC) je autozomdlné¢ dominantné dédicné
onemocnéni, které oznacujeme také jako Lynchiv syndrom (prevalence Lynchova syndromu
se pohybuje v rozmezi 1:550-2 000 z KRK) (Abu-Ghazaleh et al., 2022). Celozivotni riziko
KRK je 28-78 % u muzi, u Zen je pak o néco méné nizsi. U pacientli s HNPCC je zvySené
riziko vyskytu i dalSich nadorti, u Zen se jedna o nadory endometria a vajecniku, dale také
karcinom Zaludku, mocového Ustroji, tenkého stieva 1 nddoru mozku. Nadorové onemocnéni
propuka v mladém véku. U vice nez 90 % pacientt s diagnostikovanym HNPCC je pfitomen
defekt v parovéani bazi a tim zplisobend chromozomova nestabilita (Mantovani, 2020).Geny a
mutace téchto genl zodpovédné za vznik kolorektalniho karcinomu jsou MLHI, MSH?2,
MSH6 a PMS2. Defektni systém oprav parovani bazi zplisobuje nestabilitu mikrosateliti
v DNA nadoru. Tyto chyby se typicky vyskytuji u pacient s HNPCC (vice nez 90 %) naproti
tomu u sporadickych nadort se vyskytuji asi jen v 15 %. U pacientli se mohou vyskytovat
sebaceozni karcinomy (karcinomy vyvijejici se ze sebocyti v dermis a podkozni tkéni,

nejcastéji lokalizované kolem oka), benigni i maligni kozni nddory (Mantovani, 2020).

Familiarni adenomatézni polypéza (FAP) je autozomdlné¢ dominantné dédéné
onemocnéni, které se vyznacuje mnohocetnym vyskytem polypl. Gen zodpovédny za toto
onemocnéni je tumor-supresor APC v autozomalné¢ dominantni formé, v autozomalné
recesivni formé se uplatiiuje mutace v genu MY H-associated polyposis (MUTYH). Incidence
onemocnéni je 1:8 300 (v EU 1:11 300-37 600) u obou pohlavi a tvoii méné nez 1 % KRK.
Pocet polypt v tlustém stievé se pohybuje ve stovkach az tisicich, typicky v distalni Casti
stieva. Polypy se mohou zacit vyskytovat jiz v détském véku a v obdobi dospivani. Velka ¢ast
pacientl je i asymptomaticka a onemocnéni se projevi az pfi znacném mnozstvi polypt, které
zacnou zpusobovat rektalni krvaceni, anémii, pfipadné az karcinom. PfidruZenymi novotvary
mohou byt osteomy (benigni mezenchymalni nador kosti), polypy Zaludku a duodena, nadory
meékkych tkani nebo desmoidni nadory. Dale také zubni anoméalie nebo vrozena hypertrofie
pigmentového epitelu retiny (CHRPE). Vyskytuje se v klasické nebo atenuované formé (Half,
Bercovich and Rozen, 2009), (Cyrany ef al., 2018).
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2.5.Screening a souc¢asna lé¢ba kolorektalniho karcinomu

2.5.1. Neinvazivni testy stolice

Mezi neinvazivni screeningové vySetfeni patii pfedev§im vySetfeni stolice, které
zahrnuji guajakovy test na okultni krvaceni ve stolici (gTOKS) a fekalni imunohistochemickeé
vySetteni (FIT). Guajakovy test je chemicky test, zalozeny na reakci guajakolu
s hemoglobinem ve stolici. Test FIT je imunochemicky a je zaloZen na vyuziti specifickych

protilatek proti lidskému hemoglobinu (Schreuders ef al., 2015).

Zvétsujici se karcinom ve stievé muze zpusobovat krvaceni, které je Casto okultni a
prerusované. Test gTOKS detekuje pfitomnost hemu ve stolici a tim pfitomnost krvaceni.
Stolice se umisti na papir, ktery je impregnovany guajakovou pryskyfici a v pfitomnosti hemu
dochdzi k peroxiddzové reakci zplsobujici zmodrani papiru. V tomto testu se jednd o
kvalitativni vyhodnoceni a testujici osoba musi tedy vyhodnotit, zda je barevnd zména
adekvatni. Pro spravné vyhodnoceni se odebiraji vzorky stolice z n€kolika riznych mist. Test
neni specificky pro jen lidskou krev, a tak mize dochdzet z pozitivné faleSnym vysledkiim,
napiiklad pfi poziti cerveného masa nebo potravin s pfirozené vysokym obsahem peroxidazy
jako je kien, kvétak nebo brokolice. Z téchto divodii je vhodné dietné upravit stravu v

dostate¢ném ptedstihu pied provedenim testu (Bevan and Rutter, 2018).

Fekalni imunohistochemické vySetteni (FIT) analyzuje vzorky stolice na pfitomnost
krve pomoci mono- nebo poly-klonalnich protilatek proti lidskému hemoglobinu ve stolici.
Pokud je hemoglobin ve stolici pfitomen tak tvofi s protilaitkou komplex, ktery lze
kvantifikovat. FIT neni ovlivnén falesné pozitivnimi vysledky jako gTOKS a vyzaduje méné
odbéri, cCasto staci jen jeden vzorek. Tento test umoziiuje kvantitativni pfistrojovou analyzu
mnozstvi krve ve stolici, a proto mé rlizné hranice pro detekci. Nej€astéji pouzivané hrani¢ni
hodnoty jsou 20, 50 a 100 pg/g, rozptyl hodnot je zplsoben pouzitim rliznych analyzatort a
také nastavenim screeningovych programil v riznych statech. Senzitivita FIT pro KRK je

0,79 a specifita 0,94 (Bevan and Rutter, 2018).

K neinvazivnimu testovani lze také vyuzit testovani DNA ve stolici. Spolu se stolici se
mohou uvolilovat do stolice 1 nddorové builky ze stfeva. Tato oblast se teprve rozviji a je ve
fazi vyzkumu. Dalsi oblasti vyzkumu se zabyvaji RNA markery, proteinovymi markery nebo
biomarkery zalozenymi na zkoumani mikrobiomu. Ale v sou€asnosti pouziti téchto metod

omezuje hlavné jejich ekonomicka nakladnost a prakticnost pouziti (Bevan and Rutter, 2018).
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2.5.2. Invazivni vySetieni

Hlavnim invazivnim vySetfenim pii prevenci a detekci KRK je kolonoskopie.
Kolonoskopie snizuje dlouhodob¢ imrtnost na KRK. Existuje riizné aplikace tohoto vySetieni
napii¢ screeningovymi programy, v nékterych se jedna o primarni néstroj screeningu, jinde je
preference dvoustupniového pfistupu, kde se kolonoskopie vyuziva jako diagnostické
objasnéni u pacientd s pozitivnim testem napi. gTOKS nebo FIT (Schreuders et al., 2015).
Primérnim cilem kolonoskopie je detekce KRK a sekundarnim cilem je odstranéni adenomti.
Nevyhodou kolonoskopie je pfedevsim nutnost provedeni zkuSenym odbornikem a jisté
nepohodli pro pacienta. Déle je nutnd piiprava pfed samotnym provedenim a podani sedativ a
Rutter, 2018). Dale jsou u pacientll sledovany hladiny biomarkeri CEA a CA-19-9, témto

biomarkerim se podrobnéji vénuje kapitola 2.5.

2.5.3. Lécba kolorektalniho karcinomu

Jelikoz je KRK heterogenni onemocnéni existuje né€kolik pfistupti pii jeho 1€cbé.
V idedlnim pfipadé je cilem 1écby dosdhnout uplného odstranéni nadoru a piipadnych
metastdz pomoci chirurgického zakroku. Pokud je onemocnéni ve stddiu 0, lze ho 1&cCit
pouhym odstranénim rakovinnych bunék pomoci kolonoskopie. U vysSich stadii rakoviny
tlustého stfeva je nutné provedeni chirurgického zékroku, standardné v podobé kolektomie
postizen¢ho segmentu stfeva. Hojné jsou vyuzivany radioterapie a chemoterapie, aby doslo
k co nejvétsimu zmenSeni nadoru a potlaceni jeho Sifeni. Radioterapie i chemoterapie miize
byt aplikovana pfed, jako neoadjuvantni, i po operaci nadoru, jako adjuvantni lécba (Xie,

Chen and Fang, 2020), (Granados-Romero ef al., 2017a).

Neoadjuvantni terapie se typicky pouziva u pacientll srektdlnim karcinomem ke
zmenSeni nadoru a jeho snadnéjSi resekci a také u pacientl s metastazami, které jsou
potenciondlné resekovatelné pii chirurgickém zakroku. Cilem je zmenSeni velikosti nadoru
nebo metastdz. Po chirurgickém odstranéni nadoru se pro minimalizovani recidivy a
prodlouzeni pfeziti pacientll nasazuje adjuvantni terapie. Pfi adjuvantni terapii se musi brat
zfetel na toxicitu podavanych piipravkil a nyni jsou ve fazi studii nékteré pomocné a pridavné
latky, které by mély pomoci pacientim s nezddoucimi U¢inky podévané terapie (Xie, Chen

and Fang, 2020). U pacientl s metastatickym nebo recidivujicim KRK je prvni volbou 1écby
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systémova terapie tzv. FOLFOX. Tento systém zahrnuje 1écbu v kombinaci 5-FU, leukovorin

a oxaliplatin (Lu et al., 2020).

Nasazeni systémové chemoterapie se hodnoti pomoci vykonnostniho stavu pacienta.
Chemoterapii lze nasadit u pacientll s dobrym vykonnostnim stavem v dobé zahdjeni terapie.
To znamen4, Ze pacient je schopen se o sebe samostatné starat a je aktivni po vétSinu denni
doby. Nekteré studie ukéazaly, Ze pacienti ve Spatném vykonnostnim stavu jsou nachylné;jsi
k toxicité 1éka a uzitek z terapie neni tak velky. Pacienti jsou peclivé kontrolovani, aby bylo
mozné sledovat Uc€innost terapie. Pro sledovani Uc€innosti se pouZzivaji standardizovana
méfitka jako kritéria RECIST (response evaluation criteria in solid tumors) (Gold and
Freedman, 1965). Za tGplnou odpoveéd’ se povazuje vymizeni vSech klinicky detekovatelnych
onemocnéni (Goodwin and Asmis, 2009). V soucasné dobé je vklinické praxi malo
spolehlivych biomarkerii pro hodnoceni prognézy a GspéSnosti 1é€by, proto je vyvijen tlak na

jejich nalezeni.

Chemoterapie je zalozena pfevazné na bazi fluoropyrimidinu 5-fluorouracilu (5-FU)
v podobé monoterapie nebo v kombinaci s dalS§imi ptidavnymi léCivymi ptipravky, jako je
leukovorin, oxaliplatina nebo irinotekan. Kombinované ptfipravky jsou pouZzivané castéji
v prvni linii 1é¢by (Vodicka et al., 2019). U ptidavnych latek je G€innost velmi podobna a lisi
se spiSe v projevu nezddoucich ucinkl (napt. FOLFOX a FOXFIRI) (Vodenkova ef al., 2020;
Xie, Chen and Fang, 2020). Hlavnim neZadoucim ucinkem chemoterapie je nieni i
nezhoubnych bunék. JelikoZz dochazi k zaniku rychle se délicich bunék, ovliviiuje
chemoterapie nejen nddorové burky ale také buiiky vlasovych folikul, sliznice v dutiné ustni a

travicim traktu, erytrocyty a leukocyty (Rejhova et al., 2018).

Dalsi moznosti 1écby KRK je pouZiti imunoterapie, tato moznost se hojné vyuziva u
KRK spojenych s MSI. Pro nddory s hodnocenim MSI-high byl schvaleny 1ék pembrolizumab
asociovany s vysokou uspésnosti odpovédi na tuto terapii. Pfedmétem mnoha vyzkumu jsou
také vakciny, které se jiz pouzivaji u jinych typd nador k vyvolani protinddorové imunitni
odpovédi. U KRK se vyuzivaji autologni, peptidové, virové vektory a dendritické buiky.
Autologni vakciny obsahuji buiiky pfimo z pacientova nddoru a zahrnuji antigeny asociované
snadorem. Vé&tSina téchto vakcin ale stidle nedosahuje dostatecné klinické vyuzitelnosti,
protoze antigeny jsou vét§inou pfitomny 1 na normdlnich buiikdch a imunitni odpoveéd tak

neni specifické pro rakovinné buniky (Ganesh et al., 2019), (Kalyan ef al., 2018).
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Velkym prilomem v 1é¢bé metastatického KRK bylo zavedeni tzv. biologické 1éCby.
Vrozvoji nadoru hraje roli také angiogeneze, kterou reguluje angiogenni vaskularni
endotelidlni ristovy faktor (VEGF), ktery pfedstavuje v dnéSni dob& také terapeuticky cil
podavanych 1é¢iv, napt. monoklonélni protilatka bevacizumab. Toto 1é¢ivo inhibuje VEGF a
vyuziva se predevsim v 1é€beé metastatického KRK (Seeber et al., 2018). DalSim biologickym
Iékem, je cetuximab, ktery cili proti receptoru pro epidermalni ristovy faktor (EGFR). Po
aktivaci tohoto receptoru dochazi ke spusténi drahy Ras/Raf, kterd reguluje bunécny rist,
odpovéd’ na 1écbu tolik uspokojiva, protoze jeho onkogenni signal je nezéavisly na EGFR
aktivaci, a proto jsou mutace v genu KRAS prediktory Spatné odpovedi na biologickou 1écbu

(Xie, Chen and Fang, 2020).

Nové¢ se rozvijejici oblasti 1écby KRK jsou také onkolytické viry, které 1ze pouzit ke
zni¢eni rakovinnych bunék. Tyto viry se selektivné replikuji v rakovinnych bunkach a
poskozuji tak naddorovou tkan bez poskozeni okolni zdravé tkané. Viry jsou Casto geneticky
modifikovany, aby bylo dosazeno pozadované nadorové selektivity. Také existuje mnoho
riznych metod podani onkolytickych virti, mohou byt aplikovany do samotného nadoru, do

tkanového prostiedi nebo systémovée (Schirrmacher, 2019).

Posledni mozZnosti 1é¢by je paliativni péce o pacienty, kteti maji nevylécitelné stadium
KRK, téchto pacientli mize byt az 80 % u metastatického KRK. Paliativni pée ma za tkol
prodlouzit Zivot pacienta v pokrocilém stadiu onemocnéni, co moznd nejvice zmirnit bolesti a
dalsi nejen télesna stradani a zaroven, co moznd nejvice se snazit o zachovani pacientovi
diistojnosti. Pii paliativni péci se vyuZivaji chirurgické zdkroky pro zkvalitnéni pacientova

zivota 1 chemoterapeutické piipravky a dalsi lé¢ebné latky (Osagiede ef al., 2019).

2.6.0nkomarkery CA-19-9 a CEA

Pro casnou diagnostiku a nasledné sledovani stavu pacienta se hojné vyuZzivaji
biomarkery. Biomarker oznacuje Sirokou Skalu lékatskych objektivnich indikaci pacienta.
Vroce 1998 byl termin biomarker definovdn skupinou v National Institute of Health
Biomarkes Definitions Working Group jako ,,charakteristiku, ktera je objektivné mérena a
hodnocena jako indikator normalnich biologickych procesu nebo farmakologickych reakci na
terapeutickou intervenci‘ (Biomarkers Definitions Working Group, 2001). Biomarkerem tak

muze byt v podstaté jakdkoliv méfend funkcni nebo fyziologickd odpovéd od pulsu nebo
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krevniho tlaku az po laboratorni krevni nebo tkanové testy (Strimbu and Tavel, 2010).
V idealnim piipad€ by mél takovy biomarker spliiovat n€kolik kritérii, pfedevSim dostate¢nou
specifitu a senzitivitu. Soucasné hraji roli 1 ekonomické faktory, kdy by metoda jejich detekce
méla byt nizkondkladova a také bezpec¢na (Henry and Hayes, 2012). V soucasnosti patii mezi
nejcastéji stanovované biomarkery karcinoembryonalni antigen (CEA) a sacharidovy antigen

19-9 (CA-19-9), které budou dale popsany v této kapitole.

Rodina CEA obsahuje 29 gend, pfi¢emzZ 11 ztéchto genli fadime do podskupiny
glykoproteind, které jsou specifické pro t€hotenstvi a 7 znich do podskupiny onkofetalnich
antigenl. CEA je také dilezitym nadorovym markerem pro KRK, ale i nékteré dalsi
karcinomy, napftiklad nadory pankreatu, Zzaludku, jicnu nebo Zlucovych cest. Prvné popsali
nadorové¢ asociovany antigen CEA Gold a Freedman (Gold and Freedman, 1965). CEA jsou
asociované s bunéénou membranou a jsou exprimovany v normalnich i v nadorovych tkanich
(Hammarstrom, 1999). Jeho zvysené hladiny jsou spojovany s horsi prognézou onemocnéni

(Thomsen et al., 2018).

CA-19-9 je tetrasacharid, ktery je syntetizovan v gastrointestindlnim epitelu. Jedna se
také o bézné€ pouzivany biomarker pro monitoring 1é€by pacientli s KRK nebo s karcinomem
pankreatu (Thomsen et al., 2018). Tento marker sice oznacujeme jako asociovany s nddorem,
ale neni nadorov¢ specificky. Lze ho také detekovat u nadorii zlu¢niku, jater nebo i Zaludku.
Nékteré studie ovSem uvadi, Ze jeho uUcinnost je pouze u pokrocilych karcinomli a neni

uziteCny pro asymptomatické pacienty (KIM et al., 2004; Rao et al., 2021).

BohuzZel oba tyto sérové onkomarkery nevykazuji dostateCnou specifitu a jejich
zvySené hladiny nemusi souviset s malignim onemocnénim. I proto se v dnéSni dob& fada
védcl a lékarli snazi nalézt nové biomarkery, které by usnadnily diagnostiku maligniho

onemocnéni. Jeden z ptistupu piedstavuje tekuta biopsie a malé nekodujici molekuly RNA.

Ptehled hodnot markert CEA a CA-19-9 je uveden v Tabulce 2.
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Tabulka 2: Prehled hodnot CEA a CA-19-9 (zdroj: postudium.cz)

CEA (ng/L) CA-19-9 (kIU/L)
Normalni hodnoty 0-3 0-30
Hrani¢ni hodnoty 3-5 30-40
Patologické hodnoty >5 >40
Metastaticky karcinom >20
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3. MikroRNA
3.1.Charakteristika mikroRNA

MiRNA jsou malé jednofetézcové nekddujici RNA o délce 21-23 nukleotidi, které
vznikaji z primérniho transkriptu. Jejich vyznamnou funkci je regulace genové exprese a vice
nez 30 % geni je cilem miRNA. Aby RNA mohla byt oznacena jako miRNA musi spliiovat
nékolik kritérii — 1) jednoznacna detekce pomoci real-time PCR nebo Northern blotu, ii)
prekurzorova vlasenkova struktura je asi 70 nukleotidi dlouhd, iii) musi byt fylogeneticky
konzervovana a iv) inhibici klicovych ribonukledz (Dicer) v biogenezi dochdzi k poklesu
hladiny miRNA a akumulaci jeji prekurzorové struktury (O’Brien et al., 2018; Yao, Chen and
Zhou, 2019).

K objevu miRNA doslo vroce 1993 u Caenorhabditis elegans skupinou védcl pod
vedenim Rosalinde C. Lee (Harvard University, USA). Prvni popsanou miRNA byla /in-4, u
kterd bylo zji$téno, Ze negativné reguluje hladinu proteinu LIN-14. Lin-14 gen se uplatiiuje
pfi regulaci vyvoje hadatka, k jeho 3'nepfekladané oblasti (3'UTR) mRNA jsou
komplementarni transkripty kdédované genem /in-4. Transkripty navézané do této oblasti
zpisobi represi translace genu [lin-14 (Lee, Feinbaum and Ambros, 1993). Pozdé&ji bylo
objeveno, Ze lin-4 plsobi jako supresor i u exprese genu /in-28 stejnym mechanismem jako u

proteinu LIN-14 (Stark et al., 2021).

V lidském genomu se nachazi asi 2 300 maturovanych miRNA. MiRNA jsou typicky
kédovany mezi geny, ale mohou se objevovat i vintronech. AZ 40 % genii miRNA je u
¢lovéka shlukovano do klastert. Tyto shluky mohou byt transkribovany jako jeden velky
transkript kodujici vice miRNA s podobnymi expresnimi vzory a podobnymi nebo i
odliSnymi funkcemi. MiRNA v klastrech se mohou regulovat vzdjemné mezi sebou a pii

jejich naruseni mohou vznikat vyvojové defekty (Stark et al., 2021).

3.2.MikroRNA a rakovina

Kregulaci genové exprese dochazi post-transkripéné pomoci degradace mRNA
transkripti nebo inhibici translace mRNA (Otmani and Lewalle, 2021). Bylo zjisténo, Ze u
vétSiny nadorovych onemocnéni je hladina miRNA zna¢né deregulovana v nadorové tkani.
Razné typy nédorti mohou vykazovat specifickou zménu riznych miRNA, kterou lze odlisit

od nenadorové tkan€ i od jinych nadorovych typl. Vriznych typech nadori muizeme
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pozorovat, ze znacnd Cast exprese miRNA je potlatena. Napiiklad u difazniho
velkobunééného B lymfomu hladina exprese miR-21 klesa s progresi onemocnéni. Naopak
miRNA mohou byt u jinych typli nddor exprimovany ve zvySené mife. JiZ zminénd miR-21
je ve vys$$i mife exprimovana u solidnich naddort (napf. nddory prsu) nebo u hematologickych

malignit (Ali Syeda et al., 2020).

Deregulace miRNA vede k tkanovym zméndm, které lze povazovat za znaky maligni
transformace, jako je trvala proliferace bunék, vyhybani se apoptoze, indukce angiogeneze
nebo rezistence na 1é¢iva. MiRNA mohou pulsobit jako onkogeny ale i jako tumor-supresory

(Stark et al., 2021).

Né&kolik miRNA jiz bylo identifikovano ve spojistosti s KRK. Pfikladem muze byt
miR-143 a miR-145, jejichz snizené hladiny byly asociovany s pfitomnosti KRK. Proto je
muzeme oznacit jako tumor-supresorové miRNA (Zhang et al., 2021). Jako tumor-supresory
funguji miR-15/16, jejichZ represe cilové onkogenni mRNA vede k inhibici tumorogeneze.
Tyto miRNA vykazuji niz$i hladiny u solidnich nadori, melanomt, naddorech mocového
méchyte 1 u KRK. U KRK se také uplatituje naptiklad miR-140, ktera inhibuje progresi KRK
a jaternich metastaz cilenim na BCL9 a BCL2 (Otmani and Lewalle, 2021).

MiRNA mohou regulovat také epitelidlné-mezenchymalni pfechod (EMT), ktery hraje
dilezitou roli pifi procesu metastdzovani (Zhang et al., 2021). EMT je reverzibilni proces,
ktery je dllezity pro tvorbu tkani a organt. Nepohyblivé epitelidlni buniky jsou pfeménény na
jednotlivé pohyblivé mezenchymalni bunky (Filip ef al., 2020). MiRNA mohou podporovat
nebo naopak inhibovat migraci a invazivitu nadorovych bunék pomoci regulace

transkrip¢nich faktorit EMT (Zhang et al., 2021).

3.3.Funkce a biogeneze mikroRNA

MiRNA jsou piepisovany RNA polymerazou II z DNA sekvence do primarni miRNA
(pri-miRNA), déle do prekurzorové miRNA (pre-miRNA) a findln¢ maturovany na miRNA.
Jsou zndmy dvé cesty biogeneze miRNA, nekanonicka cesta a dominantni je tzv. kanonicka
cesta biogeneze. Primarni transkript je dale v jadie rozstépen ribonukleazou Drosha a DGCR8
proteinem (DiGeorge syndrom critical region 8), tento komplex proteini oznacujeme jako
mikroprocesorovy komplex. Vznika charakteristickd vlasenkova struktura — pre-miRNA.

Prekurzorové miRNA jsou dale exportovany do cytoplasmy pomoci proteinu exportin 5
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(XPOS). K ptenosu pres membranu dochazi za ucasti kofaktoru RanGTP. V cytoplasmé je
pre-miRNA zpracovana enzymem DICER, kdy dochazi k odstranéni termindlni smycky a

vznika maturovana miRNA (Obrazek €. 4) (O’Brien et al., 2018).
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Obrazek 4: Biogezene miRNA, upraveno (Winter et al., 2009)

Nasledné se na duplex vaze protein Argonaut (AGO) a vytvaii RISC komplex (RNA-
induced silencing complex). Komplex RISC obsahuje to vlakno, které obsahuje méné stabilni
5’konec a jeho ukolem je navadét tento komplex na cilovou molekulu mRNA a nésledné ji

regulovat (Schwarz et al., 2003).

Nekanonicka draha biogeneze mé nékolik moZnosti, vZdy dochézi k vynechdni nékteré
ze slozek, které se ucastni typické kanonické drahy. Pfikladem je drdha nezédvisla na
Drosha/DGCRS. Ta zahrnuje mirtrony, coz jsou pre-miRNA vytvofené sestfihem intronl a
enzymu v jadie. Po sestfihu jsou exportovany do cytoplasmy pomoci XPOS a zpracovany

Dicer enzymem a RISC. Jiné drahy nekanonické biogeneze mohou byt nezavislé na Dicer
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enzymu. Dochazi ke zpracovani vlasenkové RNA pomoci Drosha v jadfe, dale se exportuje

do cytoplasmy, kde ji zpracuji komplex RISC a AGO2 (Stark et al., 2021).

Interakce s komplementarni sekvenci na cilové molekule mRNA ovliviiuje
specifi¢nost komplexu pomoci miRNA response elements (MRE). Mechanismy regulace
cilovych genii jsou represe translace nebo degradace cilové mRNA. Uplna komplementarita
mezi miRNA a mRNA se vyskytuje pfedevS§im u rostlin a ovliviluje degradaci mRNA. U
zivocichli je typickd neuplna komplementarita, ktera ovliviiuje represi translace mRNA
(O'Brien, 2018). Pomoci regulace genové exprese dochazi k udrzovani spravné homeostazy

(Stark et al., 2021).
3.4.Cirkulujici miRNA

Invazivni techniky (kapitola 2.4.2.) zacinaji byt pomalu ale jist¢ nahrazovany
neinvazivnimi metodami, jako je napiiklad “tekutd biopsie”. Tekuta biopsie tedy predstavuje
alternativni metodu tkénové biopsie. Kromé minimélni invazivity je vyhodou tekuté biopsie
moznost sledovani onemocnéni vredlném cCase a moznost opakovaného odbéru vzorku

(Lianidou and Pantel, 2019; Alix-Panabi¢res and Pantel, 2021).

Cirkulujici (extracelularni) miRNA nalezneme ve vSech télnich tekutinach. Prvni
publikovany ¢lanek o cirkulujicich miRNA byl v roce 2008 od Lawrie a kol., kde se zabyvali
vyuzitim miRNA jako diagnostickych markert u rakoviny, konkrétné u pacientli s difuznim
velkobunéénym B-lymfomem (Lawrie et al., 2008). Byly srovnavany hladiny miR-155, miR-
210 a miR-21 v séru pacientii se zdravymi kontrolami (Lawrie et al., 2008). Cirkulujici
miRNA se vposlednich letech ukazuji jako slibné biomarkery jak v diagnéze, tak 1 v
prognéze mnoha riiznych onemocnéni. OvSem hladiny detekované v télnich tekutinach
nemusi vzdy odpovidat zménam v naddorové tkani. Kinetiku cirkulujicich miRNA ovliviiuje
mnoho faktord. Dal§i vyzvou je samotnd detekce miRNA, protoze jsou exprimovany
v nizkych hladinach a v tekuté biopsii jsou tyto hladiny je$té nizsi. Standardné se pro detekci
vyuziva Real-Time PCR (RT-PCR), Northern blot a oligonukleotidové Cipy. Tyto metody
maji rizna omezeni od ¢asové ndro¢nosti, ceny az po nizkou citlivost, a tim je zatim omezeno
jejich vyuziti v oblasti diagnostiky v klinické praxi. VSechny tyto problémy jsou v sou€asnosti

pfedmétem mnoha vyzkumnych témat (Mori et al., 2019; Wu et al., 2021).
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VétSina cirkulujicich miRNA je ve formé, ktera neni spojena s vezikulami a jsou ve
formé¢ ribonukleoproteinového komplexu. Tento komplex méd pro miRNA ochranou funkci,
protoze pokud se zn& miRNA uvolni, mohou byt miRNA snadno degradovany RNazou.
Ochranu a transport extracelularni miRNA zajiStuje protein Ago2 spolu s glycin
tryptofanovym proteinem (GW182). DalSim ochrannych proteinem pro miRNA je
nukleofosmin 1 (NPM1). MiRNA se také podileji na bunééné komunikaci, jsou schopny se
zapouzdfit do Utvar pomoci vezikuly a takto sbalené jsou schopny dosdhnout vzdalené
oblasti a ovlivnit recipientni buiiky, pfedev§im buiky imunitniho systému v mikroprostiedi
nadort. Timto mechanizmem ve vzdéalenych tkani jsou miRNA schopné ovliviiovat i progresi
onemocnéni. Jak jiz bylo zminéno v pfedchozich kapitolach deregulace miRNA u naddorovych
onemocnéni otevird prostor pro vyuZiti miRNA jako biomarkerti pro sledovani progrese

onemocnéni nebo terapeutické odpovédi (Cui et al., 2019).
3.5.Sledované mikroRNA miR-122-5p a miR-142-5p

Nedavno byla na Oddéleni molekularni biologie nadorti na Ustavu experimentalni
mediciny (UEM) publikovéna studie Cervena a kol., 2021 (Cervena et al., 2021), kde autofi
zjistili, Ze pacienti s rektalnim karcinomem vykazovali signifikantni zmény v hladiné exprese
miR-122-5p a miR-142-5p, jak v plazmé, tak i v extracelularnich vezikuldch u pacientl
s karcinomem rekta a kontrolni skupinou bez nadorového onemocnéni. Hodnoty exprese
miRNA byly porovnany se zdravymi kontrolami, kde byly znacné€ odliSné oproti pacientli
s rektalnim karcinomem. Hladiny exprese miRNA se také vyznamné liSily u pacientl
reagujicich na terapii. Tato studie ukazala potencialni vyuziti miR-122-5p a miR-142-5p jako
biomarkerli pro v€asnou detekci karcinomu 1 sledovani ucinnosti lécebného planu. V dalsi
studii Cervena a kol., 2023 (Cervena K et al., 2023) ti sami autofi zjistili, Ze tyto dvé miRNA
vykazuji u pacientli srektadlnim karcinomem potencial pfedpovidat navrat onemocnéni u
pacientl s metastatickym rektadlnim karcinomem. V predkladané diplomové praci jsme se
zamé&fili na zji$téni, zda tyto miRNA vykazuji specifitu jen pro pacienty s karcinomem rekta
nebo se tyto vysledky daji zobecnit na veskeré diagndzy spadajici do KRK, tedy i na pacienty
s diagnézou C18 a C19.
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4. Cile

Hypotézou této diplomové prace je, Ze cirkukujici miRNA (miR-122-5p a miR-142-
5p) vplazmé predstavuji diagnostické, prediktivni ¢i prognostické markery u pacientil
s nadory tlustého stfeva a rektosigmoidalniho spojeni. Hlavnim cilem mé diplomové prace
bylo charakterizovat expresni hladiny vybranych miRNA v plazmé u kontrolni skupiny osob
apacientl snadory tlustétho stfeva a rektosigmoidalniho spojeni pifi dlouhodobém
sledovanich pacienti. DalSim cilem je zjistit, zda ndmi identifikované miRNA vykazuji
vhodnéjs$i a slibnéjsi potencidl nez bézné stanovované biomarkery CEA a CA-19-9. A
zaroved uréit, zda a jak se tyto vybrané miRNA lisi od pfedchozi studie Cervena a kol., ktera

byla uskute¢nénd u pacientt s rektalnim karcinomem (Cervena et al., 2021).
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5. Material a metody
5.1. Sbér biologického materiilu

V ramci této diplomové prace byly vyuzity vzorky krve od 49 pacientil s karcinomem
tlustého stfeva, konkrétné se stanovenou diagnézou C18 — C19. Odbéry krve (n=49) a tkani
(n=9) byly provedeny na chirurgickém oddéleni Thomayerovy nemocnice v Praze. Odbéry
biologického materidlu byly schvédleny etickymi komisemi v ramci piisluSného projektu
Ustavu experimentalni mediciny Akademie véd Ceské republiky (UEM AV CR). Veskery
biologicky material byl skladovan pii -80 °C.

Pacienti s diagnézou kolorektalniho karcinomu pod oznacenim C18 — C19 byly
vybrani vzhledem k tomu, Ze karcinomem rekta, ktery spada pod diagnézu C20 se samostatné
zabyvala prace dal$ich pracovnikii Oddéleni molekularni biologie nadort UEM (Cervena et
al., 2021). V diplomové praci byly pouzity vzorky pacientli pouze se sporadickou formou
KRK, jakékoliv formy hereditdrntho KRK byly ze skupiny pacientll vyfazeny. Stejné tak
pacienti, ktefi trpéli pfedchozim malignim onemocnénim. V této studii byly také analyzovany

vzorky zdravych jedinci, které slouzili jako kontroly.

Skupina pacientl byla tvofena 23 muzi a 26 Zenami, prumérny vék byl 74,7 let (SD
+10,8 let). U pacientli byly provedeny 2 nebo 3 odbéry periferni krve. Prvni odbér byl
proveden v Case diagndézy onemocnéni, druhy odbér po zhruba 6 az 9 meésicich od diagnozy
(pokryva obdobi chemoterapeutické 1écby) a tieti odbér po roce od stanoveni diagnézy. U
nékterych pacientil jsou k dispozici pouze 2 ze 3 odbéri, a to v kombinaci prvni a druhy odbér
nebo prvni a treti odbér. U vSech pacientii byly shromazdény udaje jako datum narozeni,
anamnéza, TMN klasifikace, pfezivani, pfitomnost pfipadné recidivy a absolvované terapie,

tyto tdaje jsou shrnuty v Tabulce 3.

Tabulka 3: Charakteristika pacientii

Charakteristiky pacientil N
Vek v dobé diagnozy Primér +SD 74,7 £10,8
Pohlavi Muzi 23

Zeny 26
Neoadjuvantni terapie Ano 6

Ne 42
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Adjuvantni terapie Ano 14
Ne 35
T (rozsah tumoru) Tis 2
1 2
2 14
3 21
4 5
N (postizeni lymfatickych uzlin) 0 36
1 11
2 2
M (metastazy) 0 44
1 5
Piezivani Zijici 43
Zemfeli 5
Recidiva ano 3
ne 44

5.2.Pouzité pristroje a reagencie

Pouzité pristroje: box s digestoii, termomixér C (Eppendorf, Némecko), vortex,
centrifuga Jouan BR4i, centrifuga HERMLE Z 323K, termocykler MJ Research PTC 200
(Bio-Rad, USA), Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, USA), homogenizator MagNA Lyser
(Roche, Svycarsko), Real-Time PCR ABI 7500 FAST (Applied Biosystems, USA),
NanoDrop 2000 Spectrophotometers (ThermoFisher, USA), AZURE 600 (Azure biosystems,
USA), ELx808 (BioTek, USA)

Pouzité kity: Plasma/Serum Circulating and Exosomal RNA purification kit (Slurry
Format, Norgen Biotek, Kanada), Agilent RNA 6000 Nano kit (Agilent, USA), Qubit
microRNA Assay kits (ThermoFisher, USA), high-Capacity cDNA Reverse Transcription kit
with RNase Inhibitor (ThermoFisher, USA), AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagene,

Némecko)

Dalsi pouzité reagencie: 96% ethanol, beta-merkaptoethanol, TagMan Universal
master mix II (ThermoFisher, USA), IQ supermix (Bio-Rad, USA), TagMan Gene Expresion
Assays (Applied Biosystems, USA), RLT puftr, Tris-HCI, SDS, TBS, Ponceau S, MilliQ voda,

33



BSA, mléko, APS, Bradfordovo ¢inidlo, protilatky pro Wester Blot - MCAK, BCL2LI
(SigmaAldrich, USA)

5.3. Izolace plazmy z krve

Izolace plazmy z periferni krve pacienti byla provedena pracovniky laboratofe

Oddgleni molekularni biologie nddortt UEM podle nasledujiciho protokolu.

1. Periferni krev ponechame 30 minut pii pokojové teploté bez ptitomnosti svétla

2. Centrifugace po dobu 10 minut pfi 14000 rpm

3. Ve zkumavce jsou po centrifugaci utvofeny 3 vrstvy, kde horni vrstva obsahuje
plazmu (Obrazek €. 5)

4. Pomoci Pasteurovy pipety odebereme horni vrstvu plazmy do oznaené Cisté
zkumavky

5. Skladujeme pfi -80°C

Plasma
(55%)

Buffy coat
< leukoocyty
a desticky (<1%)

Erytrocyty
(54%)

Obrdazek 5: Centrifugace krve k oddéleni plazmy (zdroj: Metody separace bunék a funkcni testy
lymfocytu, ustav imunologie 2LF UK a FN Motol)

5.4. I1zolace RNA

K izolaci plazmy byl pouzit komercni kit Plasma/Serum Circulating and Exosomal
RNA purification kit (Slurry Format, Norgen Biotek, Kanada). Izolace probihala v boxu
s digestofi kvuli pouziti beta-merkaptoethanolu, ktery ma specificky zépach. A byla

provedena podle nasledujiciho protokolu.
A. Pfiprava pted zahdjenim izolace

1. Zahtati Slurry C2 na 60 °C po dobu cca 20 minut
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Ptiprava lyza¢niho pufru A (LBA — lysis buffer A): k izolaci 6 vzorki plazmy bylo
pouzito 40 ul beta-merkaptoethanolu a 4 ml LBA

Zahtati LBA na 60°C cca 20 minut

Ptiprava wash solution: do komer¢né pfipraveného roztoku Wash solution, ktery je
soucasti kitu ptiddme 90 ml 96-100% ethanolu

Vzorky plazmy rozmrazime pii pokojové teploté (asi 5 minut)

. Postup izolace

o ©® =2 kW

12.

13.
14.

15.
16.
17.

Centrifugace vzorku plazmy na 13000 rpm po dobu 5 minut, pii 4°C

Do 5 ml zkumavek pfipravime 200 pl Slurry C2 a 300 pl LBA (pro kazdy vzorek)
a vortexujeme

Ptidame 200 pl vzorku plasmy a 50 pl PBS, vortexujeme 15 sekund

Inkubace po dobu 10 minut pii 60 °C v termomixéru

Ptidame 750 pl 96% ethanolu a vortexujeme 15 sekund

Centrifugace po dobu 90 sekund pii 1000 rpm

Vznikly supernatant slijeme

Ke zbylé peleté ptiddme 300 ul LBA a vortexujeme 15 sekund

Inkubace 10 minut pfi 60 °C v termomixéru

. Pfiddme 300 pl 96% ethanolu a vortexujeme 15 sekund
11.

Na pfipravenou promyvaci kolonku pfeneseme 650 pl smési a centrifugujeme 1
minutu pii 14000 rpm

Na kolonku ptiddme 400 pl Wash solution A a centrifugujeme 1 minutu pti 14000
rpm

Tento krok opakujeme 2x

Poté centrifugujeme prazdnou kolonku pii 14000 rpm po dobu 3 minut, abychom
se zbavili zbytku Wash solution A ze vzorku

Kolonku pfemistime do elu¢ni zkumavky a ptiddme 20 pl Elution solutiuvon A
Centrifugujeme 2 minuty pii 2000 rpm a nasledné 3 minuty pii 14000 rpm

Izolaty skladujeme pii -80°C
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5.5. Vybrané mikroRNA a jejich sekvence

Pro ucely této diplomové prace byly zvoleny dvé miRNA, konkrétné¢ miR-122-5p a
miR-142-5p. Tyto miRNA byly vybrany na zaklad€ pfedchozich védeckych praci a publikaci
vyzkumného tymu Oddéleni molekularni biologie nadort. Diplomova prace tak navazuje na
diive publikovany ¢lanek ,,Analysis of MicroRNA Expression Changes During the Course od
Therapy in Rectal Cancer Patients (Cervena et al., 2021). Sekvence a lokalizace vybranych

miRNA jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tabulka 4: Vybrané miRNA, jejich sekvence a lokalizace, zdroj: DIANA TarBase v8.0

Gen Sekvence Lokalizace
miR-122-5p UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG chr.18
miR-142-5p CAUAAAGUAGAAAGCACUACU chr.17

5.6. Reverzni transkripce

Izolaty RNA byly pfepsany pomoci reverzni transkripce do cDNA (complementary
DNA) pomoci TagMan MicroRNA Reverse Transcritpion Kit (ThermoFisher, USA). Reakéni
smés pro 1 vzorek byla pfipravena podle Tabulky 5.

Tabulka 5: Reakcni smés pro reverzni transkripci (1 vzorek)

Objem (pl)
100 mM dNTPs 0,15
Multiscribe Reverse Transcriptase 1
10x RT Buffer 1,5
Nuclease-free voda 1,16
RNAse Inhibitor 0,19
Celkové mnozstvi 4

Reakéni smés byla vortexovana po dobu 15 sekund. Do reakce pro reverzni transkripci
bylo pouzito 4 pl reakéni smési, 5 pl vyizolované RNA a 3 pl ptislusného primeru. Nasledné
byly takto pfipravené vzorky vloZeny do termocykleru. Teplotni profil reverzni transkripce je

uveden v Tabulce 6.
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Tabulka 6: Teplotni profil reverzni transkripce

Cas Teplota
30 minut 16°C
30 minut 42°C

5 minut 85°C

0 4°C

Vzorky byly po reverzni transkripci uchovavany pii -20°C.
5.7. Preamplifikace

Preamplifikace slouzi k ziskéni dostate¢ného mnoZzstvi vzorku pro nésledné analyzy.
Byly pouzity 2 sady genové-specifickych forward a reverse primerd, kvili malému mnoZstvi
vychoziho materidlu. Preamplifikace byla pouZita pouze u vzorkll ziskanych z plazmy

pacientd, nikoliv u vzorki ze tkani. Reak¢éni smés byla pfipravena podle Tabulky 7.

Tabulka 7: Reakcni smés pro preamplifikaci (1 vzorek)

Objem (pl)
cDNA piepsand pomoci RT 2
1Q SuperMix (BioRad) 5
Primer pool 1,5
Nuclease-free voda 1,5
Celkové mnozstvi 10

Preamplifikace probihala v cykleru podle teplotniho profilu uvedeného v Tabulce 8.
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Tabulka 8: Teplotni profil preamplifikace

Cas Teplota Pocet cyklu
3 minuty 95°C 1

15 sekund 95°C 18

4 minuty 59°C 18

© 4°C _

Po preamplifikaci byl kazdy vzorek nafedén v poméru 1 pl vzorku a 199 pl nuclease-

free vody a byly uskladnény pii -20°C.
5.8. Real-Time PCR

Exprese jednotlivych mi-RNA byla méfena pomoci RT-PCR na analyzatoru 7500
Real-Time PCR (Applied Biosystems, USA). Nejprve byla pro kazdy primer zvlast
ptipravena reakéni smés (Tabulka 9), kterd byla nanesena do 96-jamkové desticky v objemu
9 ul do kazdé¢ jamky. Nésledné€ byl pfidan 1 pl vzorku. Kazdy vzorek byl do desticky nanesen
v triplikatu. Jako referencni byly zvoleny miR-48 a miR-6B. Teplotni profil RT- PCR je

uveden v Tabulce 10.

Tabulka 9: Reakcni smes pro Real-Time PCR (1 vzorek)

Objem (pl)
Primers 0,5
2xMasterMix 5
Voda 3,5
Vzorek 1

Tabulka 10: Teplotni profil Real-Time PCR

Cas Teplota Pocet cyklu
2 minuty 50°C 1

10 minut 95°C 1

15 sekund 95°C 40

1 minuta 60°C 60
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5.9. Izolace RNA z tkané

U pacientli, ktefi m¢li k dispozici nejen vzorek krve, ale také vzorek tkané byla

provedena izolace RNA 1 ztéchto tkani podle nésledujiciho protokolu komerénim kitem

AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen, Némecko).

A.

Ke vzorku tkdné¢ bylo pfidano 350 ul RLT pufru a tkan byla homogenizovana

pomoci homogenizatoru (MagNA Lyser, Roche) s kulickami po dobu 30 sekund

Ptiprava roztoku DNase I: do DNase I, kterd je soucasti kitu pfiddme 550 ul

Nuclease-free vody a promichame

Postup izolace

10.

11.

. Homogenizovanou tkan centrifugujeme pii 10000 rpm a veSkery lyzat

pfeneseme do nové zkumavky

K lyzatu ptiddme dvojnasobné mnoZstvi 70% ethanolu, nevortexujeme!

700 pl smési prenesena ne na RNaesy spin kolonku, ktera je vloZena do 2 ml
collection zkumavky

Takto centrifugujeme po dobu 15 sekund pii 10000 rpm

. Pfidame 350 pl RW1 pufru a centrifugujeme po dobu 15 sekund pii 10000 rpm

10 pl DNase I roztok promichdme se 70 pl pufru RDD. Tento objem
pfeneseme na kolonku a inkubujeme po dobu 15 minut pii pokojové teploté

Na kolonku naneseme 350 ul RW1 pufru a centrifugujeme po dobu 15 sekund
pti 10000 rpm

Ptidame 500 pl RPE pufru a centrifugujeme po dobu 15 sekund pii 10000 rpm.
Nésledné piiddme na kolonku znovu 500 pul RPE pufru a centrifugujeme 2
minuty pii 1000 rpm

RNeasy spin kolonku pieneseme do nové 2 ml collection zkumavky a
centrifugujeme 1 minutu pii 10000 rpm, abychom se zbavili zbytku
promyvacich pufri

RNeasy spin kolonku ptfeneseme do nové 1,5 ml collection zkumavky a
pfidame 40 pl RNasy-free vody

Centrifugujeme 1 minutu pfi 10000 rpm pro eluci RNA. V piipadé¢ malého
vytézku Ize krok 11. opakovat
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5.10. Meéreni koncentrace RNA

Po izolaci RNA z tkani pacientl nasledovalo ovétfeni dostatecné koncentrace RNA ve
vzorcich pomoci pfistroje NanoDrop 2000 Spectrophotometer (ThermoFisher, USA). Dale
bylo provedeno méfeni koncentrace pomoci pfistroje Qubit 3 Fluorometer (Thermo Fischer,

USA). Vzorky pro toto méfeni byly pfipraveny podle nasledujiciho protokolu.
A. Pfiprava standardii pro kalibraci méfeni

1. Pro méfeni vzorki a pfipravu standardii je tfeba pfipravit MasterMix: 199 pl
Qubit microRNA pufru a 1 pl barviva

2. Ve zkumavce smichame 190 pl MasterMixu a 10 pl Standardu no. 1, obdobné
pfipravime Standard no. 2

3. Reakéni smés pro méteni 1 vzorku pfipravime ze 199 pl MasterMixu a 1 pul

vzorku

B. Pomoci pfipravenych standardi nejprve pfistroj zkalibrujeme a nasledné¢ méfime

pfipravené vzorky

Na zdklad€ namétenych hodnot bylo vypocitano mnozstvi vzorku a nuclease-free vody
potiebné pro néslednou reverzni transkripci tak, aby objem reakce pro 1 vzorek (40 ng/ul

DNA) byl 10 pl natedéného vzorku a 10 ul reakéni smési ptipravené podle Tabulky 11.

Tabulka 11: Reakcni smés pro reverzni transkripci (1 vzorek)

Objem (pl)
10x RT Buffer 2
dNTP 0,8
10x Random Primers 0
Nuclease-free voda 3,2
Multiscribe Reverse transcriptase 1
Inhibitor 1

Teplotni profil reverzni transkripce je uveden v Tabulce 12.
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Tabulka 12: Teplotni profil reverzni transkripce

Teplota Cas

25°C 10minut
37°C 120 minut
85°C 5 minut
4°C o0

Po probéhnuti reverzni transkripce byly vzorky natedény 20 pl nuclease-free vody a

uskladnény pii -20 °C.
5.11. Méreni RIN

U izolované RNA ze vzorki tkani pacientil bylo provedeno méteni kvality, takzvany
RNA integrity number (RIN). RIN je algoritmus pro pfifazovani hodnot integrity méfenim
RNA. Méfeni probihalo na ptistroji Agilent 2100 Bioanalyzer pomoci kitu Agilent RNA 6000
Nano Kit (Agilent, USA). Pfiprava vzorki pro méfeni probihala podle nasledujiciho

protokolu.

A. Potiebny gel a Ladder zkomer¢niho kitu byly jiz pfipraveny pro pouziti a
skladovany pfi -70°C

. Do pfipraveného gelu pfidame 1 pl barviva a dobfe zvortexujeme

6
7. Cip umistime do stanice a do pfislusné jamky pridame 9 pl gelu s barvivem
8. Uzavieme stanici a stiskneme pist

9

Stanici opét otevieme a pridame gel s barvivem do vSech piislusnych jamek

10. Do pfislusnych jamek ptiddme 5 pl RNA markeru
B. Ladder a vzorky

1. Pfipraveny Ladder pfiddme do pfislusné jamky v objemu 1 ul
2. Nasledné do jamek, které¢ jsou naplnény RNA markerem napipetujeme 1 pl
vzorku (Obrazek €. 6)

3. Cely ¢ip vortexujeme 1 minutu pii 2400 rpm pomoci IKA vortexer
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4. Cip (Obrazek ¢&. 7) analyzujeme pomoci piistroje Agilent 2100 Bioanalyzer

Obrazek 6: Cip ve stanici s pistem (RNA 6000 Nano Assay QUick Reference Guide)

. Marker + vzorek
. Gel + barvivo

. Ladder

Obrdazek 7: Schéma cipu pro mereni RIN
5.12. Cilové geny

Izolaty RNA ziskané z tkani pacientli byly dale pouzity pro stanoveni targetl pro
vazbu miRNA. Pro experiment byly zvoleny geny BCL2L1, RPF2, KIF2C, a referen¢ni geny
GADPH a ACTB. Exprese genil byla opét méfena pomoci pfistroje Real-Time PCR na
analyzatoru 7500 ABI Real-Time PCR (Applied Biosystems, USA). Reak¢ni smés pro jeden

vzorek a teplotni profil jsou uvedeny v Tabulce 13 a 14.
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Tabulka 13: Reakcni smés pro Real-Time PCR

Objem (pl)
Primers F+R 0,5
2xMasterMix 5
Nuclease-free voda 3,5
Celkové mnozstvi 9

Tabulka 14: Teplotni profil Real-Time PCR

Cas Teplota Pocet cykla
2 minuty 50°C 1

10 minut 95°C 1

15 sekund 95°C 40

1 minuta 60°C 60

5.13. Izolace proteint

Ze vzorkli tkdni pacientd byly dale vyizolovany proteiny podle nasledujiciho

protokolu. Prace probihala na suchém ledu, aby se zamezilo degradaci proteinti.

1. Ke kazdému vzorku tkdn¢ bylo pfiddno 300 pl smési pufru a inhibitoru (1 ml
RIPA pufru a 20 pl protedzového inhibitoru)

2. Tkan byla homogenizovana pomoci homogenizatoru s kulickami po dobu 30
sekund (MagNA Lyser, Roche)

3. Vznikla suspenze byla centrifugovéana pti 200000 g po dobu 20 minut pii 4°C

4. Supernatant byl premistén do Cistych 2 ml zkumavek a rozpustén v SDS

5. Vzorky byly po dobu 5 min vafeny pii 95°C a uskladnény v -80°C

Koncentraci vyizolovanych proteinli jsme zméfili pomoci metody podle Bradforda.
Nejprve jsme pripravili kalibra¢ni fadu pottebnou pro méteni. Do 1 ml Bradfordova c¢inidla
jsme pfidali 2 pl vzorku a vortexovali. Takto pfipravené vzorky jsme méfili pomoci
spektrofotometru ELx808 (BioTek). Na zakladé¢ zméfené koncentrace jsme vypocitali

potiebné mnozZstvi kazdého vzorku pro naneseni na SDS-PAGE.
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5.14. Elektroforéza a Western blot

Proteiny ziskané ze vzorku tkani pacienti byly déale pouzity pro SDS-PAGE

(elektroforéza v polyakrylamidovém gelu) a nasledné pro Western blot.

A. Piiprava gelt pro SDS-PAGE

Akrylamid-Bis roztok

1,5 M Tris HCI, pH 8,8: rozpustime 27,3 g ve 120 ml a pomoci HCI upravime pH
na pozadovanych 8,8. Poté doplnime do 150 ml objemu MilliQ vodou

IM Tris HCl, pH 6,8: rozpustime 12,1 g v 80 ml a pomoci HCI upravime pH na
pozadovanych 6,8. Poté doplnime do 100 ml objemu MilliQ vodou

10% SDS: 10g SDS rozpustime ve 100 ml MilliQ vody

10% APS: 1g rozpustime v 10 ml MilliQ vody

Dalsi pouzité roztoky:

BSA: 5g BSA a 100 ml TBS-T
Mléko: 5g mléka a 100 ml TBS-T

B. Piiprava aparatury

1.

Vycistime desky a hiebeny pro tvorbu jamek v gelu pomoci 70% ethanolu a
jemné otfeme. Je dileZzité ocistit veSkerou aparaturu od prachu nebo zbyvajiciho
polyakrylamidového gelu z ptedchozich pouziti

Upevnime desky do drzdku pro naliti geli a ujistime se, Ze je vSe pevné

uchyceno, aby nedochézelo k protékéani

. Pro vytvofeni gelu tloustky 1 mm je zapotiebi cca 5 ml reakéni smési (Tabulka

15)
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Tabulka 15: Reakcni smés pro pripravu gelu

12% gel Objem 10 ml

Voda 2,4 ml

1,5 M Tris-HCI (pHS,8) | 2,5 ml

30% Acryl/Bis-acryl 5 ml

10% SDS 100 pl
10% APS 50 pl
TEMED 5l

4. Po ptidani TEMED za¢ne polymerace gelu. Reak¢ni smés napipetujeme mezi
desky upevnéné v aparatuie

5. Na povrch gelu prevrstvime vodu nebo ethanol. Gel polymeruje 30 - 45 minut

6. Poté odmyjeme z povrchu gelu pievrstvenou vodu (ethanol)

7. Pro ptipravu ,,stacking® gelu potfebujeme 1,2 ml reakéni smési (Tabulka 16)

Tabulka 16: Reakcni smés pro pripravu "stacking" gelu

4% gel Objem 5 ml

Voda 3,675 ml

IM Tris-Hcl (pH 6,8) 0,625 ml

30% Acryl/Bis-acryl 0,65 ml

10% SDS 50 ul
10% APS 25 ul
TEMED 5ul

A. SDS-PAGE elektroforéza proteint

1. Do prvni jamky v gelu vzdy pouzZijeme velikostni marker, do nésledujicich jamek
pipetujeme pozadované mnozstvi vzorku

2. Elektroforéza je spusténa po dobu 60-90 min a 12-15 mA/gel

45



B. Westernblot

1. Odstranime ,,stacking® gel a promyjeme vodou

2. Vytlac¢ime vSechny bubliny a gel pfevrstvime z obou stran papirem

(98]

Do aparatury umistime ,,pad a pfevrstveny gel a pevné uchytime do blotovaciho
boxu

Bloting probiha 90 minut pfi 80 V pii maximalnim nastaveni ampéri

Membranu lehce oplachneme vodou a vlozime do 0,1% Ponceau S a protfepeme
Promyjeme TBS-T

Pro nase provedeni nasledné pouZijeme roztok BSA a mléka

Takto membrany inkubujeme do druhého dne pfti 4 °C

A A S R

Druhy den slijeme roztoky BSA. Mléka z membrany a nafedime sekundarni

protilatky v poméru 1:1000, tzn. 50 ml BSA + 16 ul protilatky a 12 ml mléka + 4

pl protilatky)

10. Membréanu 3x promyjeme po dobu 5 minut TBS-T

11. Nasledné membranu pfevrstvime pfipravenymi protilaitkami a nechdme inkubovat
60 minut

12. Nasleduje opétovné promyti po dobu 5 minut pomoci TBS-T

13. Pro vizualizaci pouZijeme roztok 2 ml peroxiddzy a 2 ml luminolu, pomoci

ptistroje AZURE 600 (Azure Biosystems)
5.15. Statistické vyhodnoceni

Kandidatni miRNA miR-122-5p a miR-142-5p byly normalizovany vi¢i RNU6B a
kandidatni cilové geny BCLIL2, RPF2 a KIF2C vi¢i ACTB. Statistickd analyza byla
provedena pomoci softwaru GenEx qPCR data analysis software (version 6, MultiD) pro
tkangé, v softwaru R (v. 4.2.2) a GraphPad Prism (GraphPad, USA) pro plazmu pomoci
Studentova t-testu a Mann-Whitneyho testu. Statisticka signifikance byla stanovena na p >

0.05. Kaplan-Meierova ktivka byla pouzita ke stanoveni piezivani pacienti.
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6. Vysledky

Obecné charakteristika pacienttl, jejichz biologicky material byl pouzit pro ziskani

vysledkl v této diplomové praci je uvedena v Tabulce 3 v pfedchozi kapitole.

6.1. MikroRNA s vyznamnymi rozdily mezi zdravymi kontrolami a jednotlivymi

odbéry pacientti v plasmé

Nejdiive jsme porovnali expresni hladiny obou vybranych miRNA pacientl se
zdravymi kontrolami. Z Grafu 1 je patrné, Ze pacienti v ase diagnézy (TO) méli vyssi
expresni hladiny miR-122-5p nez zdravé kontroly (cancer-free individuals) (difference a p-
hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 17). U miR-122-5p byly nalezeny signifikantni rozdily mezi
zdravymi kontrolami a jednotlivymi odbéry pacientil. Signifikantni rozdily jsme pozorovali
mezi 1. odbérem (TO) pacientil a zdravymi kontrolami (cancer-free individuals) (p=2,35e-07,
difference 4,90), mezi 2. odbérem (T1) pacienti a zdravymi kontrolami (p=0,00e+0,
difference 8,29) a také mezi 3. odbérem (T2) pacienti a zdravymi kontrolami (p=2,95e-14,
difference 7,69). V piipad€ téchto pacientli byly pozorovany vyssi rozdily v expresi oproti
zdravym kontroldm neZ u pacientli s rakovinou rekta a zdravymi kontrolami (zdravé kontroly

pouzité z (Cervena et al., 2021)).

miR-122-5p

i

i)

-

Relativni exprese miR-122-5p
=)

B3 cancer-free individuals E53 TO B T1 B3 T2

Graf'1: Exprese miR-122-5p u kontrol a pacientu



Tabulka 17: p-hodnoty a difference u miR-122-5p

p-hodnoty difference
1. odbér vs. kontroly 2,35e-07 4,90
2. odbér vs. kontroly 0,00e+00 8,29
3. odbér vs. kontroly 2,95¢-14 7,69
1. odbér vs. 2. odbér 1,89¢-04 -3,38
1. odbér vs. 3. odbér 6,19¢-03 -2,79
2. odbér vs. 3. odbér 9,20e-01 0,60

Obdobné¢ jako u miR-122-5p, jsme pozorovali signifikantni rozdily v expresni hlading
mezi zdravymi kontrolami a odbéry pacientll i u miR-142-5p (Graf 2) (difference a p-
hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 18). Signifikantni rozdily jsme pozorovali mezi zdravymi
kontrolami a 1. odbérem (TO) pacientd (p=7,20e-03, difference 3,32), mezi zdravymi
kontrolami a 2. odbérem (T1) pacientd (p=3,99e-06, difference 6,70) a mezi zdravymi
kontrolami a 3. odbérem (T2) pacientl (p=2,84e-08, difference 6,67).

miR-142

20

Relativni exprese miR-142-5p

B3 cancer-free individuals F TO B3 T1 & T2

Graf 2:Exprese miR-142-5p u kontrol a pacientii



Tabulka 18:p-hodnoty a difference u miR-142-5p

p-hodnoty difference
1. odbér vs. kontroly 7,21e-03 3,32
2. odbér vs. kontroly 3,99¢-06 6,70
3. odbér vs. kontroly 2,84¢-08 6,67
1. odbér vs. 2. odbér 1,78e-03 -3,38
1. odbér vs. 3. odbér 4,87e-03 -3,35
2. odbér vs. 3. odbér 9,99¢-01 0,03

Nepozorovali jsme Zadnou staticky vyznamnou souvislost mezi hladinami
jednotlivych miRNA a hladinami onkomarkertit CEA a CA-19-9 a proto tyto vysledky nejsou

v diplomové préaci uvedeny.

6.2. MikroRNA a jejich rozdily v zavislosti na pohlavi

Jako dalsi jsme sledovali, zda se li$i expresni hladiny obou miRNA mezi pohlavim. U
muzl nebyla zaznamenana zadna signifikantni asociace s expresi obou miRNA. V piipadé
miR-122-5p jsme pozorovali signifikantni rozdil u zen, jak ukazuje Graf 3, a to konkrétné

mezi 1. odbérem (TO) a 2. odbérem (T1) (p=0,01, difference -4,15).
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Graf 3: Exprese miR-122-5p u jednotlivych odbéru a pohlavi
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Stejny trend jsme pozorovali také u expresni hladiny miR-142-5p u Zen (Graf 4), opét
nariist v expresi mezi 1. odbérem (TO0) a 2. odbérem (T1) (p=0,01, difference -4,71).

Pohlavi miR-142-5p
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B3 Zeny B8 muZi
Graf 4: Exprese miR-142-5p u jednotlivych odbéru a pohlavi

6.3. MikroRNA a jejich spojitost se stadiem KRK

Pii korelaci miR-122-5p a miR-142-5p a stddia KRK u pacientll jsme nezaznamenali
statisticky vyznamné asociace, nicméné¢ miiZzeme zde pozorovat trend klesajici hladiny
exprese u obou miRNA (Graf 5 a Graf 6) s vy$Sim stadiem onemocnéni. Stadia KRK jsou
v grafu znazornéna seskupené I.+/I. stadium a /I1.+IV. stadium, vzhledem k malému poctu

pacientd, ktefi méli onemocnéni ve IV. stadiu
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Relativni expresemiR-122-5p
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Graf 5: Exprese miR-122-5p a stadium KRK
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Graf 6: Exprese miR-142-5p a stadium KRK
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6.4. MikroRNA a jejich spojitost s recidivou onemocnéni

U pacientt bez recidivy (Graf 7) jsme pozorovali signifikantni nartist exprese miR-
122-5p mezi 1. odbérem (TO) a 2. odbérem (T1) (p=0,011, difference -3,16 v tabulce 19),
stejn€ tak 1 mezi 1. odbérem (TO) a 3. odbérem (T2) (p=0,042, difference -2,79 v tabulce 19).
Stejna signifikance byla pozorovana i u pacientl s karcinomem rekta ve studii (Cervena et al.,

2021).
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s P

& 20 / A . g/ ‘ A |

% / . L] .. L] /

g <) . '

.2 10 «* o ' ° .

E

k-

L]

2

0
TO0 T1 T2
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Graf 7: Exprese miR-122-5p u jednotlivych odbérii pacientii a recidivy, no-bez recidivy, yes-s
recidivou
Tabulka 19: p-hodnoty a difference u miR-122-5p
p-hodnoty difference

1. odbér bez recidivy vs. recidiva 0,98 -1,87
2. odbér bez recidivy vs. recidiva 0,99 -0,97
3. odbér bez recidivy vs. recidiva 0,93 3,21
1. odbér vs. 2. odbér bez recidivy 0,01 -3,16
1. odbér vs. 2. odbér recidiva 0,96 -2,26
1. odbér vs. 3. odbér bez recidivy 0,04 -2,79
1. odbér vs. 3. odbér recidiva 0,98 2,29
2. odbér vs. 3. odbér bez recidivy 0,99 0,37
2. odbér vs. 3. odbér recidiva 0,80 4,56
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U pacienti bez recidivy jsme dale pozorovali hrani¢né signifikantni narlst exprese
(Graf 8, Tabulka 20) u miR-142-5p mezi 1. odbérem (TO) a 3. odbérem (T2) (p=0,056,
difference -3,11).

Recidiva miR-142-5p
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Relativni exprese miR-142-5p

TO e T2

B3 no B4 yes
Graf 8: Exprese miR-142-5p u jednotlivych odbéri pacientii a recidivy

Tabulka 20:p-hodnoty a difference u miR-142-5p

p-hodnoty difference

1. odbér bez recidivy vs. recidiva 0,99 -0,33
2. odbér bez recidivy vs. recidiva 0,98 -2,27
3. odbér bez recidivy vs. recidiva 0,86 4,44

1. odbér vs. 2. odbér bez recidivy 0,15 -2,63
1. odbér vs. 2. odbér recidiva 0,71 -4,57
1. odbér vs. 3. odbér bez recidivy 0,06 -3,11
1. odbér vs. 3. odbér recidiva 0,99 1,67

2. odbér vs. 3. odbér bez recidivy 0,99 -0,48
2. odbér vs. 3. odbér recidiva 0,66 6,24

U hladin obou onkomarkerti (CEA a CA-19-9) jsme u pacientll nepozorovali zadnou
statisticky vyznamnou souvislost s vyskytem recidivy, proto tyto vysledky nejsou

v diplomové préaci uvedeny.
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6.5. MikroRNA a jejich spojitost s preZitim pacientii

Po absolvovani 1é¢by jsme u pacientli pozorovali signifikantni nariist expresni hladiny
miR-122-5p ptfi porovnavani 1. odbéru (TO) a 2. odbéru (T1) (p= 0,03, difference -4,12
v Tabulce 21) jak je vidét v Grafu 9. Nasledné exprese této miRNA opét klesa u pacientt,

kteti v blizké dobé zemfteli (oznaceni ,,no* v grafu).
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Graf 9:Exprese miR-122-5p u zZijicich a zemrelych, no-mrtvi, yes-Zivi

Tabulka 21:p-hodnoty a difference miR-122-5p

p-hodnoty difference

1. odbér zijici vs. zemieli 0,43 -2,64
2. odbér zijici vs. zemfieli 0,99 -1,04
3. odbér zijici vs. zemieli 0,82 -2,19
1. odbér vs. 2. odbér zemieli 0,03 -4,12
1. odbér vs. 2. odbér Zijici 0,19 -2,51
1. odbér vs. 3. odbér zemieli 0,50 -2,72
1. odbér vs. 3. odbér zijici 0,29 -2,27
2. odbér vs. 3. odbér zemieli 0,96 1,40

2. odbér vs. 3. odbér zijici 0,99 0,24
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Stejnou asociaci jsme pozorovali i u miR-142-5p, jak je znazornéno v Grafu 10.
Signifikantni je nardst expresni hladiny miR-142-5p pfi porovnavani 1. odbéru (TO) a 2.
odbéru (T1) (p=0,0009, difference -6,25 v Tabulce 22). U této konkrétni miRNA jsme dale
pozorovali i1 hrani¢ni hodnoty pifi porovnavani expresi miR-142-5p u 1. odbéru (TO) a 3.
odbéru (T2) pacientli, ktefi zemfeli (oznaceni no — v grafu) (p=0,06, difference -5,006

v Tabulce 22).
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Graf 10: Exprese miR-142-5p u Zijicich a zemrelych, no-mrtvi, yes-Zivi

Tabulka 22:p-hodnoty a difference miR-142-5p

p-hodnoty difference

1. odbér zijici vs. zemieli 0,03 -5,06

2. odbér zijici vs. zemfieli 1,00 0,03

3. odbér zijici vs. zemieli 0,95 -1,78

1. odbér vs. 2. odbér zemieli 0,0009 -6,25

1. odbér vs. 2. odbér Zijici 0,93 -1,15

1. odbér vs. 3. odbér zemieli 0,06 -5,006

1. odbér vs. 3. odbér Zijici 0,71 -1,73

2. odbér vs. 3. odbér zemieli 0,99 1,24

2. odbér vs. 3. odbér zijici 0,99 -0,58
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Toto pozorovani je ve shod¢ s porovnanim ve studii (Cervena et al., 2021). U pacientil
s recidivou a téch, kteti v blizké dobé zemfeli jsme dale pozorovali signifikantni pokles u
obou sledovanych miRNA ve 3. odbéru v porovnani s expresni hladinou pacientli, ktefi
recidivu neméli a ktefi dale zili. I toto pozorovani je v souladu s ptfedchozi vysledky odd¢leni.
Tyto ziskané vysledky c¢ini zobou miRNA slibny potenciondlni prediktivni marker, zda
pacient bude trpét recidivou onemocnéni ¢i nikoliv. OvSem toto tvrzeni je tfeba jeSté ovefit
dal$i vyzkumem a vétSim poctem pacientli. Skupina pacientii se Spatnou progndézou by na
zaklade¢ hladin téchto miRNA ve vzorku tekuté biopsie mohla byt tak diive identifikovana a

bylo by moZné zahajit u¢innou a potfebnou 1écbu pred manifestaci jaternich metastaz.

Kaplan-Meierova kiivka v Grafu 11 ukazuje, Ze preziti pacientli, kteti méli recidivu
KRK (v grafu znaceno ¢ernou kiivkou) je krat$i neZ pacientli bez recidivy onemocnéni (v

grafu znaceno Sedou kiivkou) (p=0,00021).
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Graf 11: Doba preziti pacientu bez recidivy vs. s recidivou KRK
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6.6.Korelace onkomarkeri a BMI pacienti

Korelace hodnot onkomarkeru CEA a BMI hodnot v Grafu 12 u pacientti v dob¢ 3.

odbéru ukazuje, Ze ¢im je BMI niz§i, tim vys8i hodnoty onkomarkeru CEA byly namé&feny.

Korelace mezi CEA a BMI
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Graf 12:Korelace CEA a BMI

V Tabulce 23 jsou uvedeny p-hodnoty a difference.

Tabulka 23:p-hodnoty a korelacni faktor BMI a CEA

p-hodnoty korela¢ni faktor
l.odbér 0,91 0,02
2.0dbér 0,63 0,11
3.odbér 0,012 -0,59
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6.7.Korelace CEA a CA-19-9

Korelace obou sledovanych sérovych onkomarkerti v Grafu 13 ukazuje, ze se
zvySujici se hodnotou CEA se také zvySuje hodnota CA-19-9 v ¢ase 2. odbéru. V Tabulce 24
jsou uvedeny p-hodnoty a difference.

Korelace mezi CEA a CA-19-9
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Graf 13:Korelace CEA a CA-19-9

Tabulka 24: p-hodnoty a korelacni faktor

p-hodnoty korela¢ni faktor
l.odbér 0,245 0,19
2.0dbér 0,03 0,42
3.odbér 0,26 0,28
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6.8. Korelace miR-122-5p a miR-142-5p v plasmé

Korelaci expresnich hladin miR-122-5p a miR-142-5p v plasm¢ jsme zjistili, Ze
zvySena hladina miR-122-5p je spojena se zvySenou hladinou miR-142-5p ve vSech odbérech

(zndzornéno v Grafu 14). V Tabulce 25 jsou uvedeny p-hodnoty a difference.

Korelace mezi miR-122-5p a miR-142-5p
1 2 3

30

miR-122-5p

miR-142-5p

Graf 14:Korelace miR-122-5p a miR-142-5p v plasmé

Tabulka 25:p-hodnoty a korelacni faktor

p-hodnoty korela¢ni faktor
l.odbér 1,86e-17 0,89
2.0dbér 4,95¢e-14 0,91
3.odbér 3,16e-12 0,92

6.9. Korelace miR-122-5p a miR-142-5p ve tkanich

Expresni hladiny vybranych miRNA jsme obdobné jako v plasmé pacientl stanovili
také ve tkdnich u vybranych pacientl, kteti méli k dispozici vzorek tkané tumoru a také
vzorek zdravé tkdné€. Tato korelace je zndzornéna v Grafu 15, p-hodnoty a difference jsou
uvedeny v Tabulce 26. Jak je z Grafu 15 patrné hladiny obou pozorovanych miRNA jsou ve

zdravé tkani zvySené oproti tkani tumoru.
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Graf 15: Expresni hladiny miR-122-5p a miR-142-5p ve tkani tumoru a ve zdravé tkani

Tabulka 26: p-hodnoty a difference

tumor vs. healthy p-hodnoty difference
miR-142-5p 0,06 -2,38
miR-122-5p 0,09 -1,33
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6.10. Meéreni RIN

V diplomové praci jsem se dale zabyvala studovanim cilovych gend pro studované
miRNA. Abychom mohli studovat expresi téchto gend, je potfebné mit mRNA v dostatecné
kvalité a kvantité. Kvalitu izolované mRNA jsme stanovili pomoci méteni tzv. RIN hodnoty,

kde hodnoty vys§i nez 7 jsou pouZitelné pro dal$i analyzy. VSechny vyizolované mRNA

vykazovali vysoké hodnoty RIN (Obrazek €. 9).
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Obrazek 8: RIN pacienta ID 448T, RIN=S, 1
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6.11. Exprese cilenych genii

U vybranych vzorki tkani pacientl byly stanoveny hladiny exprese genit KIF2C,
RPF2, BCL2L1 a jako referencni byl pouzit gen ACTB. Hladiny exprese byly vzdy stanoveny
u kazdého pacienta ze vzorku zdravé tkané a ze vzorku tkané tumoru. Nejprve jsme porovnali
expresni hladinu targetii mezi zdravou tkdni a tkani tumoru (Graf 16). Hodnoty difference a
p-hodnoty jsou uvedeny v Tabulce 27. Signifikantni hodnoty jsme zaznamenali u genu RPF2
(p=0,002, difference 0,65). Hodnoty u zbyvajicich targetli nevykazovali Zadnou signifikanci,

to mize byt zpisobeno malym poctem pacientd, ale také tim, ze jedna miRNA miiZe mit vice

riznych target. A souc¢asné¢ muze byt kazdy target regulovany vice miRNA.

m
L]
=
[on]
=
—

Z4d4d

Genes

T tumor
T healthy

JedIM

Graf 16: Expresni hladina genii ve zdravé tkani a ve tkani tumoru

Tabulka 27: p-hodnoty a difference

tumor vs. healthy p-hodnoty difference
RPF2 0,002 0,65
BCL2L1 0,34 -0,40
KIF2C 0,55 0,41

Nasledné¢ jsme porovnali expresni hladiny sledovanych miRNA s expresnimi
hladinami targeti ve tkani tumoru a ve zdravé tkani pacientll. Tato korelace je zndzornéna

v Grafu 17, p-hodnoty a difference jsou uvedeny v Tabulce 29. V Grafu 17 Ize pozorovat, ze
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¢im je vyssi expresni hladina miRNA ve zdravé tkani, tim je niZ$i expresni hladina vybranych
genu. Signifikantni hodnoty jsou opét u genu RPF2 (p=0,003, difference 0,86) a miR-142-5p
(p=0,03, difference -3,02).
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Graf 17: Expresni hladiny miRNA a targetii ve zdravé tkani a ve tkani tumoru

Tabulka 28: p-hodnoty a difference

tumor vs. healthy p-hodnoty difference
RPF2 0,003 0,86
miR-142-5p 0,03 -3,02
miR-122-5p 0,08 -1,62
BCL2L1 0,57 0,28
KIF2C 0,78 0,2
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6.12. Western Blot

Ze vzorkl tkani tumorh a zdravych tkéni pacienti jsme nakonec izolovali proteiny,
k jejichZ analyze jsme vyuzili SDS-PAAGE a Western blot (WB). Pfi WB jsme studovali
expresi proteintt RPF2, KIF2C a BCL1L2. Piehled pouzitych proteinli je uveden v Tabulce
30. Jako referencni jsme zvolili protein GADPH, protoZe se vyskytuje ve vSech lidskych
tkanich. Cile byly zvoleny na zakladé databdze miRWalk (http:/mirwalk.umm.uni-
heidelberg.de). Pro miR-122-5p je cilovy gen BCLIL2, pro miR-142-5p jsou cilové geny
RPF2 a KIF2C. Vzhledem k malému poctu pacientli a tkani pouzitych v této metod¢ nelze
z naSich vysledkli udé€lat jednoznacny zavér a mezi zvolenymi proteiny jsme nepozorovali

zadny signifikantni vysledek.

Tabulka 29: Prehled proteinii a jejich funkci

Protein Funkce
MCAK Mitoticky kinesin asociovany s centromerou
BCL2LI1 Anti-apopticky protein

Protein RPF2 se nam bohuzel nepodafilo pii analyze stanovit, a proto nejsou tyto

vysledky v praci déale uvedeny.

Na Obrazku €. 9 je expresni hladina proteinu BCL2L1 v porovnani s expresnimi
hladinami obou stanovovanych miRNA a targetovaného genu BCLIL2. Expresni hladina
sledovanych miRNA je zvySend u vzorki ze zdravé tkané téméf u vSech pacientii (ozn. H) a
snizena u vzorkil z nadorové tkané (ozn. T). U pacientd ID 566 a ID 550 jsme pozorovali
vy$si hodnotu exprese u vzorkl z nddorové tkané (T) nez u zdravé tkané (H). U cileného genu
jsou tyto hodnoty opacné. Mezi hladinou exprese cileného genu a hladinou exprese proteinu
je mezi pacienty velka variabilita. U ¢asti pacienti odpovida zvySena hladina exprese targetu i
vyss§i expresi proteinu ve tkani tumoru nez ve zdravé tkdni (ID 448 a 378). OvSem u

nékterych pacientil jsou tyto hodnoty opacné nebo je nelze zhodnotit.
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Obrazek 9: Expresni hladina proteinu BCLIL2 a porovnadni exprese miRNA a targetovaného
genu

Na Obrazku €. 10 je expresni hladina proteinu KIF2C v porovnéani s expresnimi
hladinami obou stanovovanych miRNA a cileného genu KI/F2C. Expresni hladina
sledovanych miRNA je zvySend u vzorkll ze zdravé tkané pacientll (ozn. H) a snizend u
vzorkli znadorové tkan€ (ozn. T). Pouze u pacienta ID 566 je vyS8i expresni hladina
sledovanych miRNA u vzorku tkané tumoru (T) nez u vzorku zdravé tkané (H). U cilené¢ho
genu K/F2C jsou hodnoty exprese riizné, u né€kterych pacientl jsou zvySené ve tkani tumoru
(T) (ID 448, 378, 550 a 439), ale u n¢kterych pacientli je hladina exprese vyssi u zdravé tkdné
(H) (ID 220, 450 a 566). Hladina exprese proteinu je opét znacné variabilni. U pacientd ID
448 a 550 odpovida zvysena hladina exprese cileného genu vyssi expresni hladin€ proteinu, u

dalSich pacientl jsou expresni hladiny opa¢né nebo je nelze zhodnotit.
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Obrdazek 10: Expresni hladina proteinu KIF2C a porovnani exprese miRNA a targetovaného
genu
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7. Diskuze

V poslednich letech doslo k velkému pokroku jak v diagnostice, tak i v terapii KRK,
pfesto je incidence i umrtnost na KRK stdle vysokd. Z tohoto diivodu je snaha o nalezeni
mohly umoznit ¢asnou detekci onemocnéni a tim zlepSit samotnou prognézu pacientd. Dalsi
oblasti, kde by se nové biomarkery mohly uplatnit je dlouhodobé sledovani pacienta a
ptedpovédét, jak pacient bude na vybranou 1écbu reagovat. Spolu s rozvojem diagnostiky a
terapie doSlo také krozvoji samotnych technik k ziskdvani biologického materidlu od
pacientl. Jedna se predevSim o stale mén¢ invazivni techniky provadéni odbéru, kdy zacina
prevladat trend tekuté biopsie. Tekutd biopsie umoziiuje odebirat vzorky opakované bez vétsi
zatéze na stav pacienta, jako by tomu bylo u odebirani tkdn€ pfi samotném chirurgickém
zakroku. V tekuté biopsii lze sledovat zmény v heterogenité¢ nadoru, které nastavaji v Case.

Nejcastéji studovanymi biomarkery jsou cirkulujici nekodujici RNA a cirkulujici volnd DNA.

Cirkulujici miRNA se zabyvala 1 méa diplomova prace, kterd navazuje na predchozi
studie Oddéleni molekularni biologie nadord UEM. V téchto studiich byly identifikovany
kandidatni miRNA (miR-122-5p a miR-142-5p), u kterych byly prokazany signifikantni
rozdily mezi zdravymi jednici (cancer-free individuals) a pacienty s KRK. Tyto miRNA
vykazuji potencial pro sledovani G¢innosti terapie u pacientli trpicich KRK, piipadné pro
predikci recidivy onemocnéni. Pfedchozi studie se zabyvala pouze karcinomem rekta, protoze
mezi karcinomem rekta a karcinomem tlustého stfeva jsou molekuldrng-genetické i1 klinické

rozdily.

V této diplomové praci jsme pozorovali, ze ob& miRNA, miR-122-5p 1 miR142-5p
maji signifikantné vys$si expresni hladiny v plasmé u pacientd s KRK nez byly naméteny u
zdravych kontrol. U pacientil srektalnim karcinomem byl trend pfesné opacny. Expresni
hladiny obou miRNA byly vyrazn€ niz§i v plasmé pacienti s rektalnim karcinomem ve
srovnani se zdravymi kontrolami. Nicmén¢ u obou typt nadort se pozorovaly vyrazné rozdily
v expresi mezi pacienty a kontrolami a lze proto usuzovat, ze nadmi sledované miRNA

vykazuji diagnosticky potencial u pacientii s KRK.

MiR-122-5p je spojovana s vyskytem rakoviny jater, a protoze jatra jsou hlavni
oblasti, kde se vyskytuji metastazy pii KRK, je tato miRNA také v oblasti zajmu pii studiu

KRK. Bylo prokazano, Ze miR-122-5p zvySuje citlivost bunck jaternich karcinomii na
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oxaliplatinu cilenim na drahu Wnt/B-cateninu, konkrétné na gen MDRI (Cao and Yin, 2019).
Oxaliplatina je béZzné¢ pouzivany 1€k pii metastatickém KRK, avSak pii dlouhodobém
pouzivani miZe vést k rezistenci na toto 1é€ivo. Dalsi studie prokéazala, Ze downregulace miR-
122-5p zplsobuje nadmérnou expresi antiapoptického proteinu XIAP v bunkdch KRK
rezistentnich na oxaliplatin, ale pfi obnoveni exprese miR-122-5p miZze opét navést bunky
k apoptdze, kterd je zprosttedkovand pomoci inhibice exprese proteinu XIAP (Hua et al.,
2018). Dalsi studie naopak uvadi zvySenou hladinu miR-122-5p v nadorové tkani a jeji

asociaci s vyskytem metastaz KRK v jatrech (Sun ez al., 2020).

Zvysenou expresni hladinu miR-142-5p v KRK uvadi ve své studii (Islam et al.,
2018). S touto zvySenou expresni hladinou byla spojena nadmérnd bunécna proliferace a
tvorba bunécnych kolonii. V jiné studii Liu a kol. byla zaznamenana negativni korelace mezi
miR-142-5p a enzymem sukcinat dehydrogendza B (SDHB) (Liu et al., 2017). Tento protein
je soucasti Krebsova cyklu, buné¢éné proliferace a apoptdzy. SniZzena hladina SDHB zptsobila
v butkdch KRK prechod z oxidativni fosforylace na aerobni glykolyzu a tim byla podpotfena
proliferace bun¢k. Kong a kol. se ve své studii zabyvali expresi miR-142-5p a proteinu Tiaml
ve tkdni KRK (Kong et al., 2019). Zjistili, Ze exprese miR-142-5p byla signifikantné nizsi ve
tkani KRK neZ v pfilehlych tkanich a exprese genu 7iam! byla naopak vyssi ve tkani KRK
nez v ptilehlé tkani. Timto pozorovanim byla zjiSténa signifikantné negativni korelace mezi
expresi Tiaml a miR-142-5p. Ve stejné studii, byla porovnavanim exprese miR-142-5p mezi
I. a II. stadiem a III. a IV. stddiem KRK pozorovana vyznamné vyS$si exprese v nizSich
stadiich a zaroven bylo zjiSténo, Ze exprese miR-142-5p je vyssi u pacientii s KRK bez
metastaz nez u KRK s metastdzami do lymfatickych uzlin. Zavérem této studie bylo, ze miR-
142-5p a Tiaml jsou potencionalni markery v diagnostice KRK. Stejny pokles v expresni
hladin€ miR-142-5p u pacienti ve III. a IV. stddiu KRK jsme pozorovali také, ale v naSem
ptipad¢ nebylo mozZné stanovit statistickou vyznamnost tohoto klesajiciho trendu, vzhledem

k malému poctu pacientl zahrnutych do studie, kteti méli KRK ve I'V. stadiu.

Tim, ze nase vysledky dokazuji, Ze obé miRNA vykazuji signifikantné vys$si expresni
hladinu u pacienti s KRK nez u zdravych kontrol lze fici, Ze obé sledované miRNA maji
onkogenni ucinek. Expresni hladiny obou miRNA mezi sebou korelovaly ve vSech ¢asovych

odbérech, proto by bylo mozné je vzajemné verifikovat.
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Zajimavym zjisténim bylo, ze u hladin obou onkomarkeri (CEA a CA-19-9) jsme u
pacientll nepozorovali Zadnou statisticky vyznamnou souvislost s vyskytem recidivy. To opét

poukazuje na jejich nizkou senzitivitu a specifitu viici diagnostice nyvratu onemocnéni.

Pti terapii pacienti s KRK je také dulezité sledovat jejich odpovéd na poddvanou
terapii a piipadny navrat (recidivu) onemocnéni, ktery miiZze nastat. Pro sledovani uc¢innosti
terapie je proto vhodné hledat nové biomarkery, které¢ by umoznily nejen neinvazivni ziskani
potiebnych vzorki ale také ¢asnou a personalizovanou diagnostiku navratu onemocnéni. U
pacienti bez recidivy a téch co zlstali nazivu v pribéhu jejich setrvani ve studii jsme
pozorovali signifikantni nariist u expresnich hladin obou miRNA mezi 1. odbérem a dalSimi
odbéry, to znamend, ze pacienti, ktefi odpovidali na lécbu vykazovali po 1écbeé zvySené

hladiny obou miRNA v porovnéni s hladinami v ¢ase diagnézy.

Dale jsme se vénovali sledovani expresnich hladin miRNA v tkénich a zaroven 1 jejich
cilovych genii a proteinli v nddorové tkani. Na zaklad€ in silico dat byly vybrané tii jiz
validované cilové geny, RPF2, BCLIL2 a KIF2C. Krom& genu BCLI/L2 jsme zaznamenali
vyssi expresni hladiny cilovych gent v naddorové tkani v porovnani se zdravou tkani. Tyto
vysledky poukazuji na korelaci mezi miRNA-cilovy gen, kde jsme v pfipadé obou miRNA
zaznamenali piesné¢ opacny trend. U genu BCLIL2 muze byt pozorovany opacny trend
vysvétlen malym poctem jedincl zahrnutych do studie. Transkripéni regulace genu BCLIL?2
se ucastni transkripni faktor NF-«B. Ve studii Gonzéalez-Quezada a kol., 2018 autofi
pozorovali expresi NF-kB u pacienti s KRK ve vSech stadiich onemocnéni a u zdravé
kontrolni skupiny. Bylo zji§téno, ze u II., IIL, 1 IV. stddia KRK byla exprese transkripéniho
faktoru vysSi oproti kontrolni skupiné. Déle pozorovali vyznamny narist exprese mezi
pocatecnimi a pokro€ilymi stddii KRK a NF-«xB byl pozitivné spojen s progresi KRK. S toutoi
studii jsou v souladu 1 nase vysledky zvysené exprese BCLIL2 v nddorové tkani oproti zdravé

tkani (Gonzalez-Quezada et al., 2018).

V souladu se studii autort Li a kol. 2022 jsou naSe vysledky, kde je signifikantni
hodnota targetu genu RPF?2, ktery také vykazoval zvySenou expresni hladinu v tkdni tumoru
oproti zdravé tkdni. Autofi ve své studii uvadi, Ze gen RPF2 muze aktivovat signdlni drdhu
AKT/GSK-38 prostiednictvim interakce s CARMI a tim podporuje EMT a zvySuje migracni

a invazni schopnost bunék KRK. Tato zjisténi oteviraji otdzku, zda by se RPF2 mohl stat
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novym terapeutickym cilem pfi [é€bé lokalniho 1 metastazujiciho KRK (Li ef al., 2022), (Li et
al., 2017).

Vysledky mé diplomové prace dokazuji, Ze expresni hladiny obou miRNA v plazmé
se 1i81 u pacientd s néddory tlustého stfeva a rektosigmoidalniho spojeni oproti zdravym
kontrolam. Zavérem lze fici, Ze studované miRNA piedstavuji slibné biomarkery jak pro
detekci, tak ipro stanoveni predpovédi navratu onemocnéni. Nicméné pro zavedeni do

klinické praxe je potieba jesté provést dalsi studie na rozsahlej$im poctu pacientt.
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8. Zavér

Pii KRK, a stejné tak u dalSich nadorovych onemocnénich, hraje diileZitou roli ¢asnd a
presna diagnostika. Brzké odhaleni onemocnéni zvySuje Sanci pacientli na G¢innou terapii a
celkové uzdraveni. Proto stdle vzrista tlak na nalezeni novych a spolehlivych biomarkerd,
kterd by pomohly detekovat onemocnéni v co nejcasnéjsi fazi. Stejné tak se stale vice klade
diiraz na samotné ziskavani vzorkli pro diagnostiku z téla pacientli a dava se prednost, co

nejméné invazivnim piistuptim jako je tekutd biopsie.

Cilem této diplomové prace bylo zjistit, zda by miR-122-5p a miR-142-5p mohly
slouzit jako diagnostické, prediktivni ¢i prognostické markery u pacienti s KRK. Byla
zvolena skupina pacientl s karcinomem tlustého stieva a rektosigmoideéalniho spojeni (C18-
C19), abychom porovnali, zda a jak se vysledky lisi od ptedchozi studie (Cervena et al.,
2021), ktera pracovala pouze s pacienty s karcinomem rekta (C20). DalSim tkolem bylo
zjistit, zda vybrané miRNA vykazuji slibnéjsi potencial nez v sou€asnosti bézné vyuZzivané

markery CEA a CA9-19.

V této praci jsme prokazali statisticky vyznamné rozdily v expresnich hladinach obou
zvolenych miRNA u pacientll s KRK a kontrolni skupiny. Také jsme pozorovali signifikantni
rozdily v hodnotach exprese mezi jednotlivymi odbéry v tekuté biopsii u obou miRNA.
Korelaci ziskanych vysledkl jsme zjistili, Ze zvySujici se hladina miR-122-5p odpovida
zvySujici se hladiné miR-142-5p. Déle jsme poukézali na souvislost poklesu hladiny miR-
122-5p v Case rok od diagnézy a recidivou onemocnéni u pacientli a u téch, kteti v kratké

dobé& zemfeli. Hrani¢ni signifikance byla také prokézana i u miR-142-5p.

Pomoci RT-PCR jsme identifikovali také signifikantni zmény v expresi genu RPF2
(cilovy gen pro vazbu miR-142-5p) ve tkanich pacientli v porovnéni se zdravou tkani. A tento

gen by se tak mohl potencionalné stat terapeutickym cilem pii lécbé KRK.

Zadnou asociaci sérovych onkomarkerti ve vztahu k diagnostice recidivy onemocnéni

v z4dném z casovych odbérii jsme neprokézali.

Na zakladé vysledk této diplomové prace 1ze konstatovat, ze miR-122-5p a miR-142-
5p by mohly piedstavovat slibné diagnostické, prognostické i prediktivni markery u
kolorektalniho karcinomu. M4 diplomova prace byla soucasti vyzkumu Oddéleni molekularni

biologie nadortt UEM, kde budou nasledovat jesté dali studie v tomto vyzkumu.
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