UNIVERZITA KARLOVA V PRAZE

Prirodovédecka fakulta

BAKALARSKA PRACE

2009 Lucia Ziféakova



Prirodovédecka fakulta Univerzity Karlovy v Praze

Katedra bunécné biologie

Bodovy polymorfizmus ako biomarker

predispozicie vzniku kolorektalnej rakoviny

Single nucleotide polymorphisms as a

biomarker of colorectal cancer predispositon

Vypracovala: Lucia Ziféakova

Veduci bakalarskej prace: Mgr. Jana Slyskova



Prehlasenie:

Prehlasujem, ze som bakalarsku pracu na tému ..Bodovy polymorfizmus ako biomarker
predispozicie vzniku kolorektalnej rakoviny™ spracovala samostatne s pouzitim podkladovych

materidlov uvedenych v zozname pouzitej literatiry.

I e
V Prahe dne 6.8.2009 y/‘%o\»vz/{ﬂ/% ................

Lucia Zif¢akova



Pod'akovanie

Chcela by som pod’akovat MUDr. Pavlovi Vodickovi. PhD. a Mgr. Jane Slyskovej z Ustavu
experimentalni mediciny Akademie Véd CR za odborné vedenie a podnetné ndvrhy pri
spracovani tejto bakalarskej prace. Dalej d'akujem RNDr. Janu Brabekovi, Ph.D. za zavere¢nu

konzultaciu. Moja vd'aka patri taktiez mojej rodine a priatelom za poskytnutiec moralnej

podpory.



Abstrakt

Bakalarska praca sa zaoberd vplyvom najfrekventovanejsich bodovych polymortizmov
skupiny génov Xeroderma pigmentosum (XPA az XPG) na sporadicku formu kolorektalneho
karcindmu. Studované gény su aktivne v nukleotidovej exciznej reparacnej drahe. Praca
rozobera jednotlivé gény vyvolavajice Xeroderma pigmentosum podrobnejsie, aby objasnila
ich funkcie v bunke ako ajochorenia spojené sich muticiami. Praca tiez pojednava
o klinickom vyuziti Studia biomarkerov, konkrétne bodovych polymorfizmov v suvislosti
s nddorovymi ochoreniami. Suastred’uje sa na ich mozné vyuzitie nielen pri diagnostike

ochorenia, ale aj pri prognostike a individualizacii liecby.

KrPucové slova: Kolorektalna rakovina, bodovy polymorfizmus, nukleotidové excizna oprava,
biomarker, Xeroderma pigmentosum, poSkodenie DNA, GG-NER - globalna genomova

NER, TC-NER - s transkripciou spojena NER

Abstract

This bachelor thesis summarizes current knowledge of the influence of most common single
nucleotide polymorphisms in group of Xeroderma pigmentosum (XPA to XPG) on the
sporadic form of colorectal carcinoma. In addition, the individual genes are being introduced.
The bachelor thesis also present NER pathway and diseases connected with NER dissorders.
The work also illustrates basic terms connected with the topic. such as: colorectal cancer,
single nucleotide polymorphism, nucleotide excision repair, biomarker. The work also focuses
on the use of knowledge of SNP's at applied chemotherapy of CRC and the direction which
research of SNP's as biomarkers should continue. It aslo discusses possible sources of

innconsistent results by different researches.

Key words: Colorectal cancer, single nucleotide polymorphism, nucleotide excision repair,
Xeroderma pigmentosum, biomarker, DNA lesion, GG - NER — global genomic NER, TC -
NER - transcription coupled NER
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1. Uvod
Podla epidemiologickych studii a idajov WHO sa odhaduje, ze 80-90% vsetkych nddorovych

ochoreni vo svete je spdsobenych environmentalnymi faktormi. Z nich najvyznamnejSiu
tlohu zohravaji chemické karcinogény. Schopnost’ aktivovat' resp. deaktivovat’ karcinogény
sa u roznych individui podstatne liSi. Za rozdiely v aktivite a hladine enzymov podiel'ajicich
sa na metabolizme karcinogénov su z velkej casti zodpovedné genetické polymorfizmy.
Jedinci s genotypmi s obmedzenou opravnou enzymatickou aktivitou a menej U¢innou
deaktivaciou karcinogénov su pravdepodobne vystavené zvySenému riziku vzniku mutacii a
nasledne vzniku tumorov. Studovat' preto genetické, konkrétne bodové polymorfizmy je
dolezité. Variacie v DNA sekvencidch ovplyviuju priebeh chorob, odpoved’ organizmu na
patogény, chemikalie, lieky, vakciny atd. Bodové polymorfizmy sa taktiez povazuji za
kl'acové v realizacii konceptu personalizovanej mediciny, ¢ize liecby Sitej na mieru kazdému
jednotlivcovi. Ich najvacsi prinos v sucasnom biomedicinskom vyskume spociva v
porovnavani oblasti genomu medzi kohortami (ako st kohorty I'udi so sledovanou chorobou
a bez nej) kde sa zistuje, ¢i Specifické polymorfné miesto mdze ovplyviiovat' fenotypovy
prejav. Studovanie bodovych polymorfizmov ma svoje vyuzitie aj pri uréovani otcovstva ¢i
pri §l'achteni rastlin a Zivocichov.

V poslednych rokoch sa venuje vel'ka pozornost bodovym polymorfizmom v reparacnych
génoch a ich moznom vplyve na riziko vzniku kolorektalnej rakoviny. NajlepSie preskiimané
boli reparacné drahy BER (bazova excizna oprava), MMR (oprava chybne sparovanych baz),
menej potom NER (nukleotidova excizna oprava) draha. Dosial’ bola ¢iastocne preukdzana
savislost medzi kolorekralnym karcindmom (CRC) a polymorfizmami v BER a MMR
génoch, no este nebola preukazana jednoznacna savislost' s jednotlivymi NER génmi. Preto sa
tato praca snazi zosumarizovat poznatky o vplyve bodovych polymorfizmov XP génov na
kolorektalnu rakovinu a vyvodit’ z nich urcity zaver. Ked'Ze sa nedavno ukazalo, ze BER
draha je prepojena s NER, existuje dovod domnievat’ sa, ze mutdcie/varianty v NER moézu

modulovat riziko vzniku rakoviny a to konkrétne CRC.

1.1 Ciel’ prace

Ciel'om tejto bakalarskej prace bolo vypracovat teoreticky prehl'ad a zosumarizovat poznatky
o vplyve bodovych polymorfizmov XP génov na kolorektalnu rakovinu. Pre lepSiu predstavu
Ciatatel'a o Glohe Studovanych génov skupiny XP v ramci NER drahy sa praca tieZz zaobera

podrobnejSim popisom jednolivych génov a ich funkciou.



2. Biomarkery

Biomarker je kategdria pouzivana ako indikator urcitého biologického stavu. Jeho hlavna
charakteristika je, ze objektivne meria a hodnoti normalne biologické procesy, patologické
procesy alebo farmakologickii odpoved’ na terapiu. Biomarker sa v genetike oznacuje
pojmom geneticky marker. Obycajne je to fragment DNA sekvencie, ktord zapricinuje
ochorenie alebo je spojena s nachylnostou k ochoreniu. Geneticky marker moze byt opisany
ako variacia, ktora vznikla mutaciou alebo zamenou baz v genémovom lokuse. Za geneticky
marker mdze byt povazovana kratka sekvencia DNA, ako je sekvencia obklopujtica bodovu
mutaciu (SNP), alebo dlha sekvencia, ako s napriklad minisatelity. Casto pouzivanymi
genetickymi markermi su: polymorfizmus mikrosatelitov a minisatelitov a jednonukleotidovy
polymorfizmus, ktory je tiez nazyvany ako polymorfizmus bodovy , Genetické markery
musia byt lahko identifikovatel'né, asociované so Specifickym lokusom a vysoko
polymorfné.Podl'a charakteru polymorfizmu sa biomarkery d’alej delia na: polymorfizmus
dizky restrikénych fragmentov (RFLP - Restriction Fragment Lenght Polymorphism),
polymorfizmus dizky sekvencie (SSLP - Simple Sequence Lenght Polymorphism)
a polymorfizmus jednotlivych nukleotidov (SNP - Single Nucleotide Polymorphism).
Genetické markery mdézu byt pouzité na vytvaranie genetickych map, meranie genomicke;j
odozvy na liecbu. Genetické markery mozu byt taktiez pouzité na Studium vztahov medzi

dedi¢nym ochorenim a genetickou pri¢inou.

3. Polymorfizmus

Polymorfizmy sa rozdel'uju na genetické a enviromentélne.

Enviromentalny polymorfizmus je spdsobeny iba vonkajSim prostredim anie je teda
geneticky podmieneny.

Za geneticky polymorfny je povazovany taky znak s najmenej dvoma dedi¢ne podmienenymi
variantami v ramci jednej populacie, ktorého zriedkava alela ma frekvenciu aspon 1%.
Uvedené vymedzenie pojmu polymorfizmus znamend, Ze medzi polymorfizmy nepatria alely
s frekvenciou nizSou ako 1% (niektoré geneticky podmienené choroby), znaky ktorych
variabilita nie je podmienena geneticky (infekéné choroby), znaky s kontinudlnou variabilitou
(telesna hmotnost’, vyska) a znaky, kde sa v ramci druhu vyskytuju rézne varianty, avSak
v navzajom oddelenych populaciach (farba koze atd.). Geneticky polymorfizmus tvori
vyznamnu c¢ast’ vnutropopula¢nej genetickej variability. Pojem geneticky polymorfizmus je

mozné podla objektu studia zaradit' do niekol'kych skupin: 1. polymorfizmus DNA, 2.



polymorfizmus  biochemicky (imunologicky), 3. polymorfizmus morfologicky, 4.

chromozoémovy polymorfizmus. (Yue P. and Moult J., 2006)

3.1 Polymorfizmus DNA

Takmer kazda fenotypova variabilita ma svoj podklad vo variabilite na rovni DNA. To plati
aj pre geneticky, imunologicky, biochemicky a morfologicky polymorfizmus.

Vo fenotype sa vsak prejavi len mald cast’ variability DNA. Je to spdsobené tym, Ze exdny
kodujace gény tvoria menej nez 3% l'udskej DNA, zvysok pripada na nekddujuce sekvencie.
Vd’aka degeneracii genetického kodu sa fenotypovo neprejavia ani vsetky zmeny exonov,
ked'ze niektoré znich vobec nesposobuji zamenu aminokyseliny. Preto zna¢na cast
polymorfizmov je detekovatel'na na arovni DNA iba metdédami molekularnej biologie. (Yue

P. and Moult J., 2006)

3.1.1 Bodovy polymorfizmus

Tento typ polymorfizmu je spdsobeny zmenou v sekvencii baz, najcastejSie bodovou
mutéciou (vacSinou zamenou nukleotidu alebo deléciou niekolkych baz) na urcitom mieste
DNA. Moéze sa vyskytovat v génoch, nekddujucich oblastiach génov alebo v medzigénovych
oblastiach DNAi. Bodovy polymorfizmus v kédujucej sekvencii neznamena nutne zmenu
poradia aminokyselin v proteine vd’aka degenerovanému genetickému kédu. Polymorfizmus,
ktorého obe alely vedi k rovnakej polypeptidovej sekvencii sa nazyva synonymicky,
v pripade ze vznika ina polypeptidova sekvencia polymorfizmus je nesynonymicky. Bodovy
polymorfizmus nesynonymicky méze byt so zmenou zmyslu (zdmena aminokyseliny) alebo
nezmyselny (vznika stop kodon). Aj polymorfizmy, ktoré nie su v oblasti kodujicej proteiny,
moZzu stale vplyvat' na vystrihovanie génov u mRNA, vézbu transkriptnych faktorov alebo
sekvencie nekodujucej RNA. Odhaduje sa, ze u eukaryot je polymorfny kazdy 500. nukleotid
v exénoch a kazdy 50. v intrénoch.

Laboratérne sa da bodovy polymorfizmus detekovat' ako polymorfizmus dizky restrikénych
fragmentov RFLP (restriction fragment length polymorphism). Podstatou RFLP je, Ze aj
jednobazova zamena v sekvencii cielového miesta pre restrikénu endonukleazu, moze viest
k tomu, Ze restriktaza toto miesto nerozoznava a nestiepi DNA. Pocas restrikéného Stiepenia
teda vznikaji 2 rozne produkty (podla toho, ¢i naamplifikovany Studovany usek DNA je
alebo nie je enzymom S§tiepeny), ktoré st od seba rozliSiteI'né pri gélovej elektroforéze (usek

nestiepeny migruje pomalSie ako usek Stiepeny. Takto definované polymorfné miesto sa



chova ako menedelisticky dedeny gén s kodominantnou dedi¢nostou. Jednotlivé alely sa
vyskytuji s urcitou frekvenciou, ktord sa moze v réznych populaciach lisit. (Yue P. and

Moult J., 2006)

3.1.2 Repetitivne sekvencie

V DNA sa vyskytuju sekvencie jednotkové a repetitivne. Jednotkové sekvencie sa v gendme
vyskytuju raz alebo v niekol'ko malo kdpiach. Patria sem gény, medzerniky, okrajové
sekvencie. Ako repetitivne sekvencie sa oznaCuju tie, ktoré sa v gendme vyskytuju
mnohokrat, ako minisatelity a mikrosatelity. Minisatelity a mikrosatelity pritomné na ur¢itom
mieste v gendme mozu mat’ v ramci populacie rézny pocet opakujucich sa kratkych sekvencii,
¢ize réznu dizku. Preto je tento typ polymorfizmu nazyvany ako polymorfizmus dizky
sekvencie. Zahfna mikrosatelity (tiez oznaCtované ako STR — Short Tandem Repeats)
a minisatelity (oznatované ako VNTR — Variable Number of Tandem Repeats). Sem patria
ivzacne sa vyskytujuce delécie ¢i inzercie v intronovej casti spdsobené napriklad
transpozoénami. Tieto varianty sa chovajuii ako mendelisticky dedené gény. (Yue P. and

Moult J., 2006)

4. Kolorektalna rakovina

Podla suc¢asnych tdajov Mezindrodnej agentlry pre vyzkum rakoviny ("International Agency
for Research and Cancer - IARC, Lyon)"), zaujal kolorektdlny karcindm prvné miesto na
rebricku nejcastejSich zhubnych ochoreni a vystriedal na nom karcindm pluc. Kazdy rok je
kolorektalny karcindm novo diagnostikovany u 280.000 Evrépanov. U 20-25 percent
pacientov je pri prvom vySetreni zachytena tato choroba uz v pokroc¢ilom stadiu. Kolorektalny
karcinom obvykle nevznika néahle. Na sliznici hrubého ¢reva najprv vznika benigny polyp, v
ktorom dochaza k d’'al'Sim zmendm buniek, ¢o nakoniec vyusti v karcinom. Nebezpecenstvo
kolorektalneho karcindmu spociva v tom, Ze modze prebiechat pomerne dlho skryto a
manifestovat’ sa az v pokrocilejsich a teda horsie liecitenych stadiach. Klinické prejavy st
vicsinou krv v stolici, menej Casto bolest’ brucha, striedanie zapchy a hnacky, hlien v stolici,
chudnutie alebo zmeny chute. Pomerne vyrazny vplyv na rozvoj kolorektalneho karcinomu
ma Zivotny S$tyl. Ako najrizikovejsi faktor sa javi vek. Najviac pripadov sporadickej
kolorektalnej rakoviny sa vyskytuje medzi 60. a 70. rokom. Dal3im rizikovym faktorom s
adenomatozne polypy, vyskyt rakoviny v rodine, nizka fyzicka aktivita, virusy ( HPV -

human papilloma virus), nedostatok selénu, exogénne hormény (antikoncepcia), Crohnova
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choroba a d'al'Sie zapalové ochorenia, nadbytok misa a nedostatok zeleniny v potrave, uprava
potravy grilovanim a smazenim, konzumacia udenin, fajcenie a pitie alkoholu. Vplyv
prostredia tak isto nie je zanedbatelny. Za urcitych okolnosti sa mézu ako rizikové javit i
dusi¢nany v pitnej vode. Kolorektalny karcindbm sa moze vyskytovat' v niektorych rodinach
castejsie, podkladom moéze byt genetika, ale i iné faktory (napr. stravovacie navyky). Okrem
toho je niekol'ko genetickych poruch, v ramci ktorych sa mdze kolorektdlny karcindm
vyskytovat. O tom, Ze je nador sUcCastou né¢jakého genetického syndromu svedci
predovsetkym nizky vek pacienta (20-30 rokov) a vel'mi Casty vyskyt nddorovych ochoreni v
nizSom veku u pokrvnych pribuznych.

NajcastejSim geneticky podmienenym syndrémom je familidrna adenomatdzna polypoza
spojend so vznikom kolorektalneho karcinomu. Choroba sa prejavuje uz v pomerne nizkom
veku. V hrubom creve postihnutého sa objavuje velké mnoZstvo polypov, ktoré sa mozu
zvthnut v maligny karcinom. Jedinou moznou terapiou je sledovanie a priebezné
odstranovanie polypov kolonoskopicky. Ochorenie je sposobené mutaciami génov APC
a MUTYH. APC je tumorsupresorovy gén, ktory potlacuje funkciu onkogénneho proteinu -
kateninu. Gén MUTYH koduje DNA glykozylazu MYH, ktora odstranuje oxoguaniny z DNA
a tym brani v nesprdvnom parovani baz.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=genec=fap).

Dedi¢na nepolypdzna rakovina hrubého ¢reva (HNPCC - hereditary non-polyposis colon
cancer) je dalSou z dedi¢nych ochoreni spdsobujucich CRC. U postihnutého vznika uz v
rannom veku kolorektalny karcindm bez predchadzajiceho vzniku polypov. HNPCC je ¢asto
doprevadzana vyskytom d’alSich nadorov: endometria, zaludku, pankreasu, koze i inych. Bola
identifikovana rada génov zodpovednych za vznik tohoto syndromu, najcastejSiou pri¢inou su
vSak muticie génovn MSH2 a HLHI. Obe gény si zapojené v MMR.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=gened=hnpcc#hnpcc)

Peutz—Jehgers syndrom, taktiez znamy ako dedi¢na intestindlna polypdza, je dominantna
autozomalna geneticka porucha, charakterizovana vyvinom benignych polypov v traviacom
strojenstve a hyperpigmentaciami na perach a v okoli ust. Za vznik ochorenia je zodpovedny
mutovany tumorsupresorovy gén STK11.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=gene&part=pjs#pjs).

Dalsim syndromom spojenym s viacnasobnymi polypmi v traviacej sustave je juvenilna
polyp6za. Polypy nie st neoplastického razu a su benigné. Mutacie spdsobujlce tento
syndrom sa obvykle nachadzaju v génoch BMPRIA a SMAD4. SMAD4 je protein zapojeny

do mnohych bunkovych funkcii ako su diferenciacia, apoptdza, gastruldcia, embryonalny
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vyvoj a bunkovy cyklus. BMPRIA je transmembranovy receptor, ktory hra rolu v apoptoze.
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bookshelf/br.fcgi?book=genec=jps).

Zakladom liecby u kazdej CRC je odstranenie casti ¢reva s nddorom. Pokial je odstranena
celd nddorova masa, da sa vykon povazovat’ za Gspesny. Chemoterapia se pouziva bud’ ako
pridavna liecba, alebo ako liecba pokroc¢ilého metastatického procesu. Obvykle se pouziva
kombinacia 5-fluorouracilu alebo oxaliplatiny a leukovorinu alebo irinotekan. Pri skorej
diagnostike je progndza dobra, pétrocné prezitie dosahuje 80% pacientov, u pokrocilych

foriem je progndza zla, priemerna doba prezitia je 11 mesiacov.

5. Nukleotidova excizna reparacia

Udrziavanie integrity gendmu, ktora zabezpecuje spravne fungovanie bune¢nych pochodov, je
cielom vsetkych DNA opravnych mechanizmov. Nukleotidova excizna reparacia (NER) je
Gstredny mechanizmus eliminécie Sirokého spektra Strukturne nepribuznych poskodeni DNA.
Tymito poskodeniami moézu byt UV indukované cykobutanové pyrimidinové diméry
a pyrimidin 6-4 pyrimidin fotoprodukty, adukty tvorené napriklad karcinogénnymi
polycyklickymi uhlovodikmi a heterocyklickymi aminmi, ako aj prie¢ne vdzby v DNA (cross-
links) (Masutani C. et al., 1994). Medzi najcastejSie ochorenia bezprostredne spojené
s defektom v NER opravnej drahe patri Xeroderma pigmentosum, Cockaynov syndrom a
Trichothiodystrofia, ktoré su zapricinené poruchou najmenej 11 génov. V ramci NER existuja
dve cesty ako rozoznat' poskodenie a vytvorit’ reparacny komplex. Tieto drahy su jednak s
transkripciou spojena NER (TC - NER), jednak celkova genomova NER (GG - NER).

V TC — NER oprave st zahrnuté CSA a CSB proteiny, ktoré maju podobna funciu ako
komplex XPC - hHR23B v GG — NER. Hlavny signal pre spustenie TC — NER je zastavenie
RNA polymerazy II, ktord na miesto lézie naverbuje reparacny aparat. To znamend, Zze RNA
polymeraza Il sluzi ako nastroj na rozpoznavanie helixovych deformadcii a ze reparacii génov,
ktoré su prepisované, sa venuje vicsia pozornost ako neprepisovanym génom. Draha TC —
NER je zvlast dolezita, pretoze pri permanentne zaseknutej RNA polymeraze Il dochadza k
zastaveniu bunkového cyklu a k apoptdze (Wouter L. et al., 1999).

GG - NER opravuje poskodenia na oboch vlaknach DNA, na transkribovanom aj
netranskribovanom vldkne, a to v aktivnych aj neaktivnych génoch. Komplex proteinov XPC
- hHR23B neustale prechadza DNA a vyhl'addava deformécie v Struktare. DDB1 a DDB2 pro-
teiny st schopné rozpoznat UV poskodenia DNA helixu. Sest hlavnych proteinov XPC -
HR23B, TFIIH, XPA, RPA (replika¢ny protein A), XPG a XPF-ERCCI vzdjomne
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spolupracuje u GG — NER, aby odstranili podla velkosti poSkodenia oligonukleotid
o vel'kosti 24-30 nukleotidov. GG — NER méze byt posilnena v blizkosti transkribovanych
oblasti vdzbou transkripénych faktorov, ktoré vedu k zvySeniu NER v blizkych oblastiach
DNA, ktoré nie su prepisované. Tento mechanizmus je odlisSny od TC - NER. (Frit P. et al.,
2002). XPC a HR23 proteiny, pri GG — NER, rozpoznaju Iézie pravdepodobne s pomocou
XPE. Reparacny komplex vratane TFIIH je formovany okolo poskodenia a dve helikazy XPB
a XPD rozmotavaji DNA v blizkosti poskodenia. Dalsi komponent TFIIH, TFBS bol nedavno
objaveny u trichothiodystrofie typu A. XPA moze byt dodlezity pre naverbovanie d’alSich
pridavnych komponentov repara¢ného komplexu. Endonukledzy XPF/ERCCI a XPG potom
rozstiepia poSkodenu oblast. Medzera je nasledne vyplnena DNA polymerdazou 6 ae¢ a
nasledovana ligazou. Mutécie sposobené v DNA polymeraze 1, vedu k variantnej forme XP
(bunky st normalne v NER ale defektivne v poreplikacnych opravéach a transléznej syntéze).
Proces NER zahriiuje (Obr. 1):

1. rozpoznanie poskodenia v DNA,

2. rozpletenie dvojzavitnice na poskodenej casti DNA,

3. jednovlaknovy zlom DNA na oboch stranach poskodenia,

4. vystrihnutie poSkodeného oligonukleotidu,

5. syntézu nového vlakna DNA za pouzitia templatového neposkodeného vlékna a ligaciu

novodosyntetitovaného vlakna s povodnym vlaknom DNA.
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Obr. 1: NER draha (Friedberg E.C.: How nucleotide excision repair protects against cancer.

Nature Rev. Cancer 1:232-33 (2001))

5.1 Poruchy nukleotidovej exciznej opravy

Dolezitost NER moze byt ilustrovana vyskytom vzacnej autozomalnej recesivnej poruchy
Xeroderma pigmentosum (XP). Pacienti charakteristicky vykazuju vaznu fotosenzitivitu so
skorym vyskytom rakoviny koze. abnormdlnu pigmentaciu. ¢asto doprevddzani mentélnou

retardaciou (Sugasawa K. et al.. 1998). Bunky od pacientov s extrémne citlivé na svetlo



a deficitné v NER. Komplementacné studie odhalili osem génov zodpovednych za XP: XPA,
XPB, XPC, XPD, XPE, XPG a XPV. Mutécie v tychto génoch (okrem XPV) vedu k vzniku
ochorenia. XPV forma je vynimkou, pretoze bunky nie su deficientné v NER, ale
v transléznej syntéze, ked’ replikacna vidlicka narazi na objemny adukt. V transléznej syntéze
DNA je za beznych okolnosti angazovana polymeraza . ktora je v XPV bunkach mutovana.
XPV pacienti su menej fotosenzitivni nez klasicki XP pacienti arakovina koze sa u nich
zvykne vyvinat medzi 20. a30. rokom zivota. Taktiez sa unich prejavuje menej
neurologickych abnormalit.

Pacienti s CS (Cockayne syndrome) st deficientni v TC — NER. CS sa prejavuje spomalenym
rastom a zakrpatenostou, mentdlnou retardaciou, fotosenzitivitou. Oproti XP nie je CS
spojeny so zvySenym rizikom koznej rakoviny. CS bunky s charakteristické zvySenou
senzitivitou na UV svetlo a neschopnostou obnovit RNA syntézu po oziareni UV svetlom.
Bunky poskodené ultrafialovym svetlom umieraju. Je to sposobené tym, ze gény CSA a CSB
su posSkodené. CSA protein interaguje s CSB a podjednotkou RNA polymerazy II. To
indikuje, Ze bunky CS pacientov nie su schopné transléznej syntézy (Groisman R. et al.,
2003). CS podobny fenotyp pacientov mdze vzniknit aj mutdciou XPG génu a TFIIH
faktoru, ktory tvori komplex s XPB, XPD. TFIIH faktor napomdha XPG vystrihnat
poskodent cast DNA bez odstranenia RNA polymerazy II, ¢o znamend, ze TC — NER je
efektivnejSia ako GG — NER (Sarker A.H. et al., 2005). CSB a XPG rozoznava zaseknut(
RNA polymerazu Il. Ak nie je pritomny XPG, tak CSB nie je schopny pracovat spravne,
takze vznika fenotyp podobny CS.
(http://atlasgeneticsoncology.org/Deep/ExcisRepairl D20014.html)

Trichothiodystrofia (TTD) je autozomalna recesivna porucha s variabilnym fenotypom, ktory
zahriuje fotosenzitivitu, ichtydzu, lamavé vlasy, mentalnu poruchu, maly vzrast,
mikrocefaliu, charakteristické tvarové znaky ako odstavajuce usi a mandibularnu hypoplaziu
a znizenu plodnost. Dosial' bolo zaznamenanych priblizne 100 pripadov tohto vzacneho
ochorenia. Vel'mi nizka telesnd hladina siry u postihnutich 0soéb redukuje mnozstvo cysteinu
a cystinu v proteinoch, ¢o vyustuje v lamavé vlasy, ktoré vykazuji pod polarizovanym
svetlom charakteristicki tmava a svetla priecne pruhovant kresbu opisovanu ako vzhlad
"tigrovaného chvosta" (Liang C. et al., 2005). TTD je zapri¢inené mutaciami v ERCC3,
ERCC2, alebo TTDA génoch. (Itin P.H. et al., 2001).



6. Gény skupiny Xeroderma pigmentosum a ich charakteristika

6.1 XPA gén

XPA protein ma 273 aminokyselin, molekularnu hmotnost' 31 kD a obsahuje zopar alfa-
helixov a motiv zinkovych prstov (Tanaka K. et al., 1990). XPA gén tvori 6 exoénov. Na
exone | je umiesteny jaderny lokalizacny signal, exdny 2 az 6 st dolezité pre DNA reparac¢nu
funkciu. XPA gén je lokalizovany na chromozome 9q22.2-q34.3 (Miyamoto 1. et al,. 1992)
COOH-terminalna doména proteinu XPA, ktord tvori motiv zinkovych prstov, interaguje s
TFIIH transkrip¢nym faktorom (Shimamoto T. et al., 1991). XPA participuje na rozpoznani
poskodenia a aktivacii inciznej opravy v trojkomplexe proteinov XPA, ERCCI a XPF
(Shimamoto T. et al., 1991; Li L. et al., 1994; Park C.H. and Sancar A. 1994). Protein XPA
asociuje s exciznym holokomplexom relativne neskoro. Pritomnost XPA je nutna pre
pripojenie ERCCI1-XPF ku holokomplexu atento gén moze byt dolezity pre aktivaciu
endonukledzovej aktivity XPG (Volker M. et al., 2001).

NajcastéjSie Studovanymi mutaciami boli delécie a mutacie zostrihového miesta v exénoch 3,
4, a v intréne 3, ktoré vyustuji v posun ¢itacieho ramca v oblasti viazicej DNA. Tranzverzia
A na G vnatri intronu 3 zapriCifiuje vznik zostrihového akceptorového miesta, ktoré mdze
sitazit s pdvodnym akceptorovym miestom. Mutacie v DNA viazicom mieste boli u
pacientov asociované s neurologickymi komplikaciami, pricom mutacie v C* konci proteinu,
sa vyskytovali u pacientov slahSou koznou chorobou. Zriedkavost prirodzene sa
vyskytujicich mutacii so zmenou zmyslu v DNA viazicom mieste naznacuje, ze zmeny
aminokyselin mozu byt dostatocne tolerované, takze pacienti mézu mat iba 'ahké symptomy.
Polymorfizmy v XPA tvoriace pozmeneny protein si S5-bp delécia, T na G substiticia
v intréne 1, G108T (ni¢i doménu zinkovych prstov), R228TER, R207TER a Y116 TER. Dalej
st zndme polymorfizmy s inymi nasledkami: C108F (ni¢i doménu zinkovych prstov), A23G
na 5S’UTR (untranslated region — neprekladana oblast’) vytvara nové zostrihové akceptorové

miesto, ktoré mdze sutazit' s povodnym (States J.C. et al., 1998).

6.2 XPB gén

XPB gén tvori 14 exénov, lezi na chromozome 2q21a ma rozsah priblizne 45 kb. XPB protein
ma velkost 782 aminokyselin a 89,3kDa. XPB aj XPD hraji rolu v dvoch vzdialenych
metabolickych procesoch: DNA repardcii a transkripcii (Weeda G. et al., 1991 a 1997).
Zdedené mutacie TFIIH helikazovych podjednotiek XPB alebo XPD dustia v prekryvajuce sa

reparacné a transkripéné syndromy (Kim T.K. et al., 2000).
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Génovy produkt XPB interaguje s jednou z podjednotiek (p52) l'udského transkripéného
faktoru TFIIH pozadovaného pre transkripciu génov pod promotorom Il triedy. Tato
interakcia stimuluje ATPazova aktivitu XPB. XPB u pacientov s T296C mutaciou bol
neschopny indukovat otvorenie DNA okolo lézii kvoli nespravnej XPB/pS52 interakcii
a nedostatku ATPazovej stimulacie. Helikdzova aktivita XPB nebola nevyhnutna pre NER,
ale jeho ATPazova aktivita v kombinacii s helikdzovou aktivitou XPD bola nevyhnutna
(Schaeffer L. et al., 1993; Coin F. et al., 2007).

Mutacia so zmenou zmyslu v kodone 799 v XPB géne ma na svedomi deléciu 45
aminokyselin na C* konci a spdsobuje UV senzitivitu. Mutacie K392 zvysku na R boli
letdlne. Polymorfizmy tvoriace pozmeneny XPB protein st tieto: heterozygotna C na
A substiticia v akceptrovom zostrihovom mieste intronu 14, 2-bp delécia (807delTT), 1-bp
inzercia (1421insA) v exone 9, heterozygdtna tranzicia G na A na +1 pozicii intronu 3
(IVS3DS+1G-A), R425TER a Q545TER (Oh K.S. et al., 2006). Dalsie polymorfizmy XPB:
F99S, T119P (Park E. et al., 1992).

6.3 XPC gén

XPC gén ma dizku 940 aminokyselin ahmotnost 105981 Da aje lokalizovanyi na
chromozdéme 3p25 (Legerski R. et al., 1994).

XPC protein viaze jednovlaknova DNA a je zlozeny z dvoch podjednotiek: 125 (XPC) a 58
(HHR23B a HHR23A) kDa. XPC-HHR23B komplex je $pecificky zapojeny v GG — NER, ale
nie v TC — NER (Masutani C. et al., 1994). XPC-HHR23B rozpoznava poskodent DNA este
pred XPA, a tym zahajuje NER (Sugasawa K. et al., 1998). Komplex XPC-HR23B interaguje
s tyminovou DNA glykozydazou (TDG), ktora iniciuje bazovl exciznu opravu nespravne
sparovanych G/T spojeni. XPC-HR23B stimuluje TDG aktivitu pomocou jej uvolnenia
zDNA po vystrihnuti zle sparovanych T baz, tym komplex XPC-HR23B prispieva
k potlaceniu spontannych mutacii (Shimizu Y. et al., 2003). 125kDa podjednotka XPC vklada
beta-vlasenku cez DNA duplex, zapri¢inujuc, ze 2 poskodené pary baz sa prevratia von
z dvojzavitnice. Tieto lézie su potom rozoznané XPC a termodynamicky destabilizuji helix
¢im napomahaja prevrateniu baz smerom von z DNA helixu (Min J.H. and Pavletich N.P.,
2007). XPC - obsahujice komplexy st schopné vystrihovat oxidativne poskodenia DNA
(Brooks P.J. et al., 2000; Kuraoka I. et al., 2000), ktoré su opravované mechanizmom NER.
XPC je zahrnuty aj v oprave hlavného oxo-produktu 8-OH-guaninu a 8-hydroxyadeninu (8-
OH-Ade). Autori odhalili rolu XPC ako kofaktoru pre efektivne vystepovanie 8-OH-guaninu



pomocou OGG1 (8-a-oxogvanin DNA glykozylaza — gén je sucastou BER drahy). Takto sa
XPC podiel'a na NER aj BER drdhe a m6ze vyznamne prispievat’ k prevencii onkologickych
ochoreni.

Polymorfizmy tvoriace pozmeneny XPC protein: 83-bp inzercia za¢inajuca na pozicii 462,
delécia dinukleotidu AA na pozicii 1132, delécia 161 baz zahriajica cely exon 9, 155-bp
inzercia lokalizovana v intréne 9, A-T delécia dvoch baz (669-670) v ex6ne 5 a R579TER.
Dalsie polymorfizmy XPC: P218H, K822Q, zamena T na G donorovej strane zostrihového
miesta exonu 9 (Li L. et al., 1993; Khan S. et al., 1998 a 2004; Slor H. et al., 2000; Gozukara
E.etal., 2001).

6.4 XPD gén

Gén XPD (tiez oznacovany ako ERCC2) je ulozeny na chromozomélnom lokuse 19q13.2-
ql3.3 (Flejter W.L. et al., 1992). XPD gén ma 23 exonov v rozpiti vel'kosti od 5 bp (exon 1)
do 169 bp (exdn 11) (Frederick G.D. et al., 1994).

XPD protein ma ATPazovu aktivitu zavislu na jednovldknovej DNA a DNA helikazovu
aktivitu (Sung P. et al., 1993). Fe-S centrum blizko N" konca je esencdlne pre XPD
helikdzovt aktivitu (Rudolf J. et al., 2006). XPD interakcia s podjednotkou TFIIH (p44) vedie
k stimulacii 5-3° XPD helikazovej aktivity. Mutacie v karboxy doméne brania interakcii
s p44, ¢im sa vysvetluje znizena XPD helikazova aktivita i reparacna schopnost” NER.
Vicsina pacientov s TTD a XP ma mutdcie v C -termindlnej doméne XPD (Coin F. et al.,
1998).

Hlavnym typom bodovych mutacii u XPD génu boli G:C a A:T tranzicie (Seetharam S. et al.,
1987). VicsSina mutdcii sa liSi u XP a TTD pacientov, ale si tu 3 miesta s rovnakymi
mutaciami pri XP aj TTD chorobe. Polymorfizmus v R683 a bol jasne asociovany s XP,
zatial' ¢o polymorfizmy v R112H, R722W a R658 sa zdali byt asociované s TTD. Sest
mutac¢nych zmien Rininovych zbytkov pozorovanych na 4 miestach su C na T alebo G na A
mutacie na CpG miestach, ktoré si vysledkom deaminacie S5-metylcytozinu na tymin.
Polymorfizmy tvoriace pozmeneny protein: Q726TER, A725P, 4-bp delécia od nukleotidu
668. Dalsie polymorfizmy v XPD: L461V, S541R (Taylor E.M. et al., 1997).

6.5 XPE gén
XPE gén lezi na chromozéme 11pl2-pll. Ludsky XPE gén koduje 2 polypeptidické
podjednotky p127 (DDBI1) a p48 (DDB2) (Dualan R. et al., 1995).
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P48 podjednotka obsahuje WD motiv (u proteinov definovany pritmnostou 4 alebo viacerych
opakujucich sa jednotiek, skonzervovanym jadrom o 40 aminokyselinach, zakonceny
tryptofanom a aspardgovou kyselinou) podobne ako proteiny rozoznavajice chromatin a je
pozadovana pre iniciaciu vizby na DNA po UV poskodeni. Bunkam od XPE pacientov chyba
DNA vidzobna aktivita kvoli zamene jednej aminokyseliny. P48 v interakcii s p53
tumorsupresorovym proteinom hraje rolu v reparacii Iézii, ktoré by inak ostali nepristupné
v netranskribovanom chromatine (Hwang B.J. et al., 1998 a 1999).

V 48 kD podjednotke XPE zistil Nichols A.F. et al. (1996) G na A tranziciu, ktora zapricinuje
aminokyselinovia zamenu R273H a zmenu Ana G zapri¢inujucu zamenu K244E. U
homozygotnych pacientov so zdmenou G na T 1094 v p48 tato mutacia zapriciuje bud’
zmenu jednej aminokyseliny (D307Y) a tym skratenie proteinu, alebo vnitornu deléciu. Tieto
defekty vyustia v zrusenie interakcii s p127 podjednotkou a tym obmedzeniu DNA vézbovej
aktivity po indukcii UV svetlom (Rapic-Otrin V. et al., 2003). U Homozygdtov so
substiticiou C na T v 7. exdne a 937. nukleotide dochadza k zmene CGA (R) koddénu na TGA
(stop kodén), ktora predcasnou terminéaciou skrati protein o 115 aminokyselin (Itoh T. et al.,
1999). Polymorfizmy tvoriace pozmeneny XPE protein: R313TER. Polymorfizmy
zabranujice vdzbe p48 podjednotky k repara¢nému komplexu: L244E, R273H, D307Y.
V pl127 podjednotke XPE neboli zistené ziadne polymorfizmy (Nichols A. F. et al., 1996).

6.6 XPF gén
XPF gén koduje polypeptid o 905 aminokyselinach, obsahuje 11 exénov s dizkou 28.2 kb a

lezi na chromozoéme 16p13.2-p13.1. XPF protein ma 2 domény leucinového zipsu na N'-
konci a ma molekularnu hmotnost' 110-kD (Brookman K.W. et al., 1996; Sijbers A.M. et al.,
1996).

Komplex XPF a ERCCI je strukturne - Specificka endonukleaza, zodpovedna za S° Stiepenie
pocas opravy DNA. NER operuje spajanim jednotlivych faktorov na mieste DNA poskodenia,
skor, nez pomocou predpripraveného holokomplexu a ERCCI1/XPF participuje v oprave DNA
poskodenia distribu¢nym sposobom skor nez procesivnym skriningom velkych gendmovych
segmentov (Houtsmuller A.B. et al., 1999).

Jednym z Castych polymorfizmov je 4-nukleotidova delécia, TCTC, v repetitivnej sekvencii
na pozicii 2281 XPF génu. Delécia moze byt sposobena skiznutim polymerazy pri replikécii
a vyustit' v posun &itacieho ramca a skratenie proteinu na 803 aminokyselin. Dal3ia z mutacii

je zamena 2377. nukleotidu C na T, vznikajica kvdli deaminacii metylovaného cytozinu na
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CpG mieste a meni Rinin-788 na tryptofan (Sijbers A.M. et al., 1996). U afganskeho muza
snovym syndromom pred¢asného starnutia, Niedernhofer L.J. et al. (2006) identifikoval
homozygotnu zdmenu G na C na 458 pozicii, ktora vyustila v substittciu rininu na prolin v
153 pozicii. R153 lezi v doméne, ktora ukryva helikdzovy motiv a na leucin bohatu oblast,

¢asto zahrnutt v interakciach proteinu.

6.7 XPG gén

1,186-zvyskovy XPG protein ma molekularnu hmotnost' 133 kD a konzervovanu §truktaru
helix-slucka-helix. XPG mRNA je dlha 4.6 kb. XPG gén bol detekovany na chromozéme
13q32.3-q33.1. Gén obsahuje 15 exonov a existuje 6 alternativnych zostrihovych izoforiem
génu (Takahashi E. et al., 1992; Maclnnes M.A. et al., 1993; Emmert S. et al., 2001).

XPG posobi ako magnézium-dependentna endonukledza, ktora je vyzadovana pre 3 Stiepenie
pocas NER (O'Donovan A. et al., 1994). Aktivnhym centrom Stiepenia su aminokyseliny
lokalizované na N-konci proteinu (Scherly D. et al., 1993). Iba v asociacia s TFIIH je XPG
nasmerované na poskodené miesto, kde sa uplatiuje jeho 3'endonukledzova aktivita
(Habraken Y. et al., 1996). Rozoznanie zaseknutej RNA polymerazy Il pomocou XPG a CSB
komplexu iniciuje TC — NER. TFIIH-dependent4 remodelacia zastavenej RNA polymerazy I
bez jej uvol'nenia moze byt dostatoc¢na, aby prebehla reparacia (Sarker A.H. et al., 2005).
Mutacia A792V v XPG géne, ktora vyvolava protein skrateny o C* koniec, znemoznila védzbu
XPG na TFIIH, ¢o uasti do zastavenia TC - NER a v kone¢nom désledku v XPG/Cockaynov
syndrom (Ito S. et al., 2007). Mutécia so zmenou zmyslu, ktora zachovala C koncovu oblast’,
mé za nasledok miernejsi prejav ochorenia. Stidie naznacuju, ze XPG hra rolu v stabilizcii
TFIIH a regulacii génovej expresie. Dvaja pacienti s XPG produkovali protein so zhorSenou
endonukledzovou aktivitou. Obaja pacienti boli v XPG heterozygdtny pre skracujiicu mutaciu
L858P (Lale P. et al., 2002).

Polymorfizmy tvoriace pozmeneny protein: Q136 TER, A874T, 1-bp delécia 9 adenozinov od
pozicie 2743, 1-bp delécia 4 adenozinov na 1491 pozicii, 4-bp delécia AGGA od kodonu
1114, 1-bp delécia AAA so za¢iatkom na 2170. nukleotide, 1-bp delécia od nukleotidu 2972,
E960TER, R263TER. Dalsie polymorfizmy v XPG: L858P (mutacia v aktivnom mieste),
P72H (poskodzuje 3° endonukleazovu aktivitu XPG), QI76TER, , A792V (vytrihovaci
defekt). (Nouspikel T. et al., 1994 a 1997; Zafeiriou D.I. et al., 2001; Emmert S. et al., 2002;
Lalle P. et al., 2002; Ito S. et al., 2007).
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7. Vplyv vybranych polymorfizmov génov skupiny Xeroderma

pigmentosum na kolorektalnu rakovinu

Bolo prestudovanych 22 vedeckych ¢lankov hlavne o tychto polymorfizmoch: XPA A23G
(5’UTR), XPC G492A (R/H), XPC C499T (V/A), XPC A939C (K/Q), XPD G312A (D/N),
XPD A751C (K/Q), XPG T46C (H/H). XPG G1104C (D/H) a interakcie XPG T46C (H/H)
/ERCCS5 kodon 3 s XPA A23G (5"UTR), XPD A751C (K/Q) s XPG G1104C (D/H).
Heterozygdtni a homozygotni pacienti s variantnou alelou v polymorfizmame XPA4 A23G
a variantni homozygoti pre polymorfizmus XPG T46C vykazovali dlhs§i Cas prezitia nez
pacienti s inymi genotypami. Vysledky naznacuju, Ze polymorfizmus v XPG kombinovany s
XPA moéze byt dolezitym prognostickym znakom klinického fenotypu CRC u pacientov
(Monzo M. et al., 2007). Jedna stadia nenaSla ziadnu asocaciu medzi XPA A23G a
kolorektalnou rakovinou (Hansen R.D. et al., 2007).

Pritomnost’ aspon jednej variantnej alely v G492A polymorfizme génu XPC bolo spojené so
zvySenym rizikom kolorektalnej rakoviny. Pri sledovani kombinovaného efektu CSB R1213G
a XPC G492A polymorfnych miest sa zistilo, ze riziko CRC signifikantne stupa so
zvySujicim sa poctom variantnych alel (Berndt S.I. et al., 2006). Variantna alela XPC 939C
bola spojena s nizSou kapacitou bazovej exciznej opravy a u konzumentov Cerveného mésa
zvysovala riziko vzniku CRC (Vodicka P. et al., 2004, Hansen R.D. et al., 2007). Fajc¢enie
bolo spojené s rizikom adendmu u XPC polymorfizmov (492A, 499T, 939C). Dalej bol
zisteny protektivny efekt alely XPC 499T (Huang W.Y., 2006). V inej §tudii nebola
pritomnost’ variantného genotypu XPC 939C ani XPD 751C spojena so zvySenym rizikom
CRC, napriek zvySenému oxidativnemu stresu u nositel'ov spominanych genotypov (Engin
A.B. etal., 2008).

Pritomnost™ variantnej alely v genotype XPD A751C sa javila byt protektivna v 5 Studiach,
zatial’ ¢o v d’alSich Siestich vykazovala skor negativny efekt, pretoze alela A bola spojend so
znizenou funkciou NER a tym s vyssim rizikom vzniku CRC (Lunn R.M. et al., 2000; Spitz
M.R. et al., 2001; Vila J. M. et al., 2004; Hou S.M. et al., 2002; Tang D. et al., 2002; Gao
W.M. et al., 2003; Bigler J. et al., 2005; Skjelbred C.F. et al., 2006; Stern M.C. et al., 2006;
Ruzzo et al., 2007; Wang F. et al., 2008). Medzi nosi¢mi variantnych alel polymorfizmov
XPD A751C aXPD G312A, bola signifikantnd pozitivna asociacia s fajcenim. Vysledky
naznacuji, ze efekt fajcenia aalkoholu na kolorektalnu rakovinu moze zavisiet na
genetickom pozadi, konkrétne na variantnych sekvenciach v génoch participujucich v BER

a NER (Bigler J. et al., 2005; Stern M.C. et al., 2006). Vyskumy taktiez naznacujui, ze XPD je
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moznym markerom pre zistenie nachylnosti na rakovinu nezavisle na environmentalnych
faktoroch. Alela XPD G312 bola asociovana s vy$$im rizikom mutacii v transkripcnom
faktore a tumorsupresore p5S3 (Lunn R.M. et al., 2000; Gao W.M. et al., 2003), no v druhej
studii nebola najdena Ziadna asociacia medzi tymto polymorfizmom a CRC (Wang F. et al.,
2008). Pacienti, ktori boli variantnymi homozygétmi v XPD A751C aj XPG G1104C stcasne,
vykazovali Statisticky nesignifikantny vzrast rizika rektalnej rakoviny (Pardini B. et al.,
2007). Ziadna asociacia medzi CRC a XPD polymorfizmami G156T, C711T, A75IC a
G312A, nebola najdena v 7 studiach (Morte R. et al., 2003; Starinsky S. et al., 2005; Yeh C.C.
et al., 2005 a 2006; Huang W.Y., 2006; Chen H. et al., 2007; Hansen R.D. et al., 2007).
Ziadne signifikantné asocidcie neboli najdené ani pre XPF T835C (S/S) polymorfizmus
(Morte R. et al., 2003).

Divoka alela XPG 46C sa javi byt protektivna v 2 stadiach (Vila J.M. et al., 2004; Monzo M.
et al., 2007). XPG 1104C genotyp bol protektivny pred rizokom CRC v jednej studii (Bigler J.
et al., 2005). Variantna alela XPG 1104C bola asociovana s rakovinou konecniku podla 1
studie (Pardini B. et al., 2007) a s jednovlaknovymi zlomami (SSB) (Vodicka P. et al., 2004).
Fajciari s XPG G1104 vykazovali zvyseny risk adenomov hrubého ¢reva v porovnani
s nefaj¢iarmi s rovnakym genotypom (Bigler J. et al., 2005). Podl'a vysledkov $tudie skupiny
Morte R. et al. (2003) nie je XPG G1104C polymorfizmus v ziadnej asociacii so CRC
NajstudovanejSie a najCastejSie polymorfizmy, ktoré s asociované s kolorektdlnou
rakovinou, maju tendenciu sa stat’ genetickymi markermi. Prognostickym znakom klinického
fenotypu CRC u pacientov maji ambiciu sa stat’ polymorfizmy: XPG T46C kombinovany
s XPA A23Ga XPD A751C.

8. Zaver

Tato praca vychadzala z hypotézy, ze bodové polymorfizmy v NER génoch mozu
ovplyviiovat vnimavost' ku kolorektalnej rakovine. Niektoré formy kddovanych proteinov
moézu byt v dosledku napriklad skratenej formy proteinu o aktivne miesto alebo poSkodenia
aktivneho miesta, ¢i poskodenia vdzobnej domény menej aktivne, ¢i efektivne v oprave DNA
poskodeni, vznikajucimi pri expozicii ¢revného epitelu genotoxickym zltc¢eninam . O NER je
zname, Ze je aktivna proti Sirokému spektru DNA aduktov i UV-indukovanych DNA
poSkodeni. Nedostato¢né preukazanie vplyvu SNPs v NER génoch na CRC méze byt
sposobené prili§ malymi vyberovymi sibormi, nizkou frekvenciou alely v etniku, malou

citlivostou detekcnej techniky, atd’.
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Pritomnost’ aspoil jednej variantnej alely v XPC G492A polymorfizme bolo spojené so
zvySenym rizikom CRC. Protektivny vplyv na CRC vykazovali alely: XPA4 23G, XPC 499T,
XPG 46C, XPG 1104C. Najviac Studovany je gén XPD, ktorého variantnd alela 751C
vykazuje signifikantni asocidciu s kolorektalnymi adenomami. Alely asociované so znizenou
opravnou kapacitou NER su: XPC 492A, XPC 939C, XPD 312A, XPD A751, XPD 751C,
XPG T46, XPG G1104. Interakcie variantnych alel spominanych polymorfnych miest génov
XPA, XPD a XPG maji menej efektivnu NER reparaciu a tym mézu zvysovat riziko CRC.
Vsetky Studované alely a ich pripadné vplyvy na CRC si prehl'adne zhrnuté v tabul'ke 2 (vid’
prilohy).

Potencialne rozdiely v Studiach preukazujice, ¢i nepotvrdzujice vplyv SNP v NER génoch
v asocidcii s vyskytom CRC moézu byt spdsobené nereprezentativnou vzorkou populacie
pacientov (rozny vek, casové obdobie uplynuté od dna diagndzy, ¢ize rakovina v r6znom
Stadiu, pohlavie, fajcenie alebo stravovacie navyky) aasocidcia méze byt ndjdend iba v
stratifikacnej analyze. Ak zohladnime, ze vplyv jediného polymorfizmu moéze byt velmi
maly spolu relativne malymi sibormi pacientov a kontrol v kazdej studii, je dolezité previest
kvantitativnu syntézu vysledkov. Pre ziskanie relevantnych vysledkov porovnavatelnych v
ramci roznych studii by mali nové stadie pracovat’ s najcastejSimi bodovymi polymorfizmami
v danej populacii aby boli dobre detekovatelné. Dalej je nevyhnutné pracovat s velkymi
kohortami, pouzivat' rovnaki metddu skumania SNP, rovnaké dotazniky (¢o sa tyka ur¢enia
vplyvu fajcenia, prijmu misa atd’. na CRC). Rovnako vsak treba mat’ na zreteli, ze modulacny
efekt polymorfizmov na vznik a liecbu rakoviny nezavisi iba na jednotlivom géne alebo SNP,
ale skor na spojenom efekte viacerych SNPs v r6znych génoch ¢i drahach, v tesnej interakcii s
environmentalnymi faktormi. Analyza velkého poctu polymorfnych miest a sledovanie
vplyvu ich vzajomnych kombinacii je nevyhnutna.

Urcenie genetickych profilov méze mat’ svoje vyuzitie nielen pri progndze ochorenia, ale aj
pri jeho liecbe, respektive pri vybere pacientov na zdklade genotypu tak, aby ¢o mozno
najlepSie reagovali na Specifickii chemoterapiu. Cielom takéhoto postupu by malo byt
navrhnutie liecby Sitej na mieru kazdého pacienta, v zaujme efektivity liecby, predizenia doby

prezivania a minimalizacie vedlajSich ucinkov.
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9. Zoznam pouzitych skratiek

BER

CRC

CA

FAP

GG - NER

HNPCC

NER
MMR

SNP

SSB

TC - NER

UTR

base excision repair — bazova excizna oprava

colorectal cancer — kolorektalna rakovina

chromosomal aberation — chromozomalne aberacie

familial adenomatous polyposis — familiarna adenomat6zna polypoza
global genomic nucleotide excision repair — celogendomova
nukleotidova excizna oprava

hereditary non-polyposis colon cancer — dedi¢na nepolypdzna rakovina
hrubého creva

nucleotide excision repair — nukleotidova excizna oprava

mismatch repair — porucha parovania baz veduca k zmene c¢itacieho
ramca

single nucleotide polymorphism — bodovy polymorfizmus

single strand brakes — jednovladkové zlomy

transcription coupled nucleotide excision repair — s transkripciou
spojena nukleotidova excizna oprava

untranslated region — neprekladana oblast’
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11. Prilohy

Tabul’ka 1.

Poruchy NER drahy a mutdcie v génoch. ktoré ich zapricinuju.

Klinicka porucha Génovy symbol
Xeroderma Pigmentosum komplementacna skupina A XPA. XPAC
Xeroderma Pigmentosum komplementa¢na skupina B XPB. ERCC3
Xeroderma Pigmentosum komplementacna skupina C XPC. XPCC
Xeroderma Pigmentosum komplementacna skupina D XPD. ERCC2

Xeroderma Pigmentosum komplementac¢na skupina E XPE. DDB2 (p48). DDB1(p127)

Xeroderma Pigmentosum komplementacna skupina F XPF. ERCC4

Xeroderma Pigmentosum komplementacna skupina G XPG. XPGC. ERCM2. ERCCS

Xeroderma Pigmentosum s normalnou DNA opravou XPV.RAD 30A. POLH

Cockaynov Syndrom typ | CSA. ERCC8. CKNI
Cockaynov Syndrém typ II CSB. ERCC6
Trichothiodystrofia neurceny
Trichothiodystrofia ERCC2
Trichothiodystrofia - A GTF2HS. TFBS

Tabul’ka 2.

Nepriaznivé vysledky stadii. ako zvySovanie rizika CRC polymorfizmom. boli oznacené -1.
neutrdlne 0. aznizZenie rizika 1. Pre kazda alelu bol spraveny vazeny priemer. ktory
zohl'adnuje pocet relevantnych ¢lankov o danom polymortizme. Dve alely jedného génu je
mozn¢ porovnavat len v ramci jedného génu. pricom alela s kladnym znamienkom ma

pozitivny vplyv na CRC. alely s ozna¢enim 0 maju neutrdlny alebo dosial’ neobjasneny vplyv.




- - - - - - - - | | - - - - - -
- - - - - - - - N 0 - - - - - -
- - - - - - - - - 0 1 - - I - -
- - - - - - - - - I- 0 - - 0 - -
0 - 0 | - I | ! 1 [ - 1 0 ! 0 I
l - 0 0 - 0 [ 0 ! 0 - - 0 0 0 1
- - - - - - - 0 - I - - | - - 0
- - - - - - - 0 - 0 - - 0 - - 0
- - - - - - - | - - - - - - - -
- - - - - - - 0 - - - - - - - -
- | - - - - - - - - - - - - - -
- 0 - - - - - - - - - - - - - -
- - - - | - - - - - - - - - - -
- - - - 0 - - - - - - - - - - -
- - - - - - - 0 - - I - - - - -
- - - - - - - 0 - - I - - - - -
o0z €0z 900z Loo0z ._w._..v...-w £002 L00z L00T 9002 £0oz "1 002 9007 800z
¥ 00T 9007 S00T Tepdue] e 9007 1B ‘uw . . . ae 12 08Y) . . [#39
X . e €719 uasuepp [P [CRE) &9 (LAE] . [LBE) [CRE)
19 Buenpp ERESS 70070 punyg AP o ) . QAN [1[174 3
. ‘M . . . p PIpoy 4! o ust) . By WwyHu
D) LA AYsuuels B nog 100t 1 aaqpalyy 7 3 " ; . . e RN, ‘e ue
X " o My AeEB|R( PARJ uIpae]  7U0]y  -BUIE]Y . I\ nAengg
Yoy %19 zndg eluog My 19 uuny ue,j

$007
e32
pa

ady

[FRS TR
JIF0LL
DdX ¥
IIISL AdX
N 1)Ut
O/VULALS
VdX ¥ H/H
g uopoy ¢
DIUA/IEL
DdX

- >

- 91°0 IF0LE HdX
FOLEYD DX
J9t DAX

9L DdX

- ufn-

0 EANE DISL AddX
0 ! ISLV ddX
- £ Vg ddX
- 0 TIeD adX
0 06€6 )dX
0 0 6€6V DdX
- se70 £L66F )dX
- 0 66+.) )dX
- st VZor )dX
- 0 6FD IdNX
. OET
- 0
H LS VdX
R . €TV
oM wsvax

8007 n

32 1uwaud

utduy] 0
A YIuazeA

eseq  Ajoupoy

ISAV dupdsia




