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Abstract

Impaired chromosome segregation during mitosis, inaccurate DNA damage
response and excessive telomere shortening may all modulate the frequency of
chromosomal aberrations (CAs) in peripheral blood lymphocytes (PBL). There is
evidence that increased frequency of structural CAs in PBL may be considered as a
marker of enhanced cancer risk. In the present Thesis, an effect of variants in genes
involved in mitotic checkpoint and DNA damage response on the inter-individual
differences in CAs frequency in PBL was investigated. Considering the importance of
disrupted telomere structure and its function in cancer biology, a link between telomere
length and clinicopathological and molecular features of cancer patients was analysed.
Furthermore, the relevance of telomere length and CAs frequency as markers
of patients’ survival was examined.

The major outcomes of the Thesis, fully reported in detail in seven attached
Manuscripts, are: I) Increased frequency of structural CAs and/or disrupted telomere
length in PBL may be considered as risk factors for the different types of solid cancer; II)
Telomere shortening in PBL of healthy subjects increased the frequency of structural
CAs; 1II) Binary interactions of gene variants in mitotic checkpoint and DNA repair
pathways may modulate the frequency of structural CAs in PBL of healthy subjects; IV)
The application of genome-wide association study revealed novel loci associated with
genes important for mitosis and linked to the frequency of CAs in PBL; V) Telomere
shortening in PBL of breast and colorectal cancer (CRC) patients was associated with
decreased capacity to repair mutagen-induced DNA double-strand breaks; VI) Telomere
length in tumor tissue was modulated by clinicopathological features (e.g. tumor-site
origin, stage of tumor development, microsatellite instability) of CRC patients and
finally, it was demonstrated that VII) CRC patients with more pronounced telomere
shortening in tumor tissue compared to the adjacent mucosa evinced prolonged survival.

The results may be utilized in the future, when inter-individual differences in
terms of identified gene variants and disrupted telomere length maintenance may provide
a prediction tool for cancer risk assessment. Furthermore, as telomerase inhibitors are
currently being applied in clinical practice, it is important to understand tumor telomere
length variability and its link to clinicopathological and molecular features of cancer

patients.



Abstrakt

Mezi zékladni procesy, které mohou ovlivnit miru chromozomalnich aberaci
(CAs) v lymfocytech periferni krve (PBL), patii chybnd segregace chromozomi
v prub&hu mitdzy, neptfesnd odpoved’ na poskozeni DNA a nadmérné zkracovani délky
telomer. Akumulaci CAs v PBL lze povaZzovat za ukazatel zvySené¢ho rizika rozvoje
maligniho onemocnéni. Tato disertacni prace je zaméfena na studium vlivu
jednonukleotidovych polymorfismti v genech tcastnicich se mitotického checkpointu
a odpovédi na poSkozeni DNA na inter-individuélni rozdily ve vyskytu CAs v PBL. Déle
byl zjistovan mozny vliv klinicko-patologickych a molekularnich charakteristik pacientti
s karcinomem tlustého stfeva a konecniku (CRC) na délku telomer v nddorové tkani,
jelikoz narusena funkce téchto protektivnich struktur chromozomu hraje klicovou tlohu
v procesu maligni transformace. Bylo také studovano, zda Ize délku telomer a frekvenci
CAs povazovat za ukazatel celkového pteziti pacientll s nadorovym onemocnénim.

Hlavni poznatky této prace, zalozené na sedmi piilozenych rukopisech, jsou:
I) ZvySeny vyskyt strukturnich CAs a/nebo narusend regulace délky telomer v PBL
mohou byt povazovany za rizikovy faktor rozvoje nddorového onemocnéni; II) Kratsi
délka telomer v PBL zdravych osob zvySuje vyskyt strukturnich CAs; III) Bindrni
interakce genovych variant ucastnicich se mitotického checkpointu a opravy poskozeni
DNA mohou ovliviiovat miru vyskytu strukturnich CAs v PBL zdravych osob; IV)
Pomoci vyuziti celogenomové asociacni studie byly odhaleny nové genové varianty
spojené s vyssi mirou CAs v PBL; V) Zkracovani telomer v PBL u pacientii
s karcinomem prsu a CRC bylo spojeno se snizenou kapacitou opravy dvouvldknovych
zlom DNA; VI) Délka telomer v naddorové tkani byla ovlivnéna klinicko-patologickymi
charakteristikami pacienti s CRC (napt. oblast vyskytu nddoru, mikrosatelitova
nestabilita a stddium rozvoje zhoubného novotvaru); VII) Kratsi délka telomer
v nadorové tkani v porovnani s ptilehlou mukoézou u pacienti s CRC byla spojena
s lepSim celkovym ptezZitim.

Vyse popsané poznatky mohou byt uplatnény zejména v budoucnu, kdy
informace o rizikovych genovych variantach a naruSené regulaci délky telomer mohou
byt vyuzity jako nastroj pro predikci zvySené pravdépodobnosti rozvoje rakoviny.
Vzhledem k tomu, Ze inhibitory telomerdzy se za¢inaji pouzivat v klinické praxi, je také

velice dulezité porozumét mechanizmim regulace délky telomer v nddorové tkéni.
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1. Uvod

Nespecifické strukturni chromozomadlni poskozeni (chromosomal aberrations,
CAs) lze detekovat pomoci cytogenetickych metod v malém procentu lymfocytl
periferni krve (peripheral blood lymphocytes, PBL) u zdravych osob. Tento typ CAs je
sluCitelny s viabilitou bunck a na zdklad¢ Cetnych studii bylo prokdzano, Ze vyssi
frekvence CAs v PBL souvisi se zvySenym rizikem vzniku maligniho onemocnéni. Mezi
jedinci panuje znacnd inter-individudlni variabilita ve frekvenci CAs a ackoli jsou
v sou€asné dob¢ znamy mechanizmy, které vedou ke vzniku CAs, nejsou zcela objasnény

genetické faktory, které ptispivaji k jejich vyssi frekvenci.

Mezi zékladni procesy vedouci ke vzniku CAs patii naruSeni segregace
chromozomu v prubéhu mitotického déleni, chybna oprava poskozeni DNA a naruSeni
fyziologické délky telomer.

Segregace chromozomu a pfechod mezi metafazi a anafazi bunééného cyklu je
regulovan pomoci mitotického checkpointu, ktery v pfipadé¢ chybného pfipojeni
mikrotubuli ke kinetochortim aktivuje kaskadu inhibi¢nich komplext s cilem zabranit
proteinu APC degradovat protein PTTG1 (Securin). V pfipadé spravného napojeni
déliciho vieténka je APC aktivovan, Securin je degradovan v proteazomu, aktivni ESPL1
(Separase) $tépi Cohesin a chromozomy se mohou rozejit do nové vznikajicich dcefinych
bunék. Jednonukleotidové polymorfismy (single nucleotide polymorphisms, SNPs)
v genech zahrnutych v mitotickém checkpointu mohou ovlivnit segregaci chromozomi a
nositelé té€chto genovych variant mohou vykazovat zvySenou frekvenci nespecifickych

strukturnich CAs v PBL. Tato problematika byla pfredmétem Publikace I.

Odpovéd’ na poskozeni DNA (DNA damage response, DDR) zahrnuje komplexni
sit’ opravnych drah, které jsou specificky spoustény na zaklad¢é typu poSkozeni DNA.
Jednotetézcové zlomy DNA (Single-strand breaks, SSBs) jsou vysledkem chybné opravy
poskozeni indukovaného nejcastéji volnymi kyslikovymi radikaly, alkylacnimi latkami,
ultrafialovym zafenim nebo pisobenim xenobiotik. Naopak dvoufetézcové zlomy DNA
(Double-strand breaks, DSBs), které pro buiiku ptedstavuji letalni riziko, jsou vysledkem
pusobeni ionizujiciho zafeni nebo chyb v pribéhu replikace. V zavislosti na fazi

bunécného cyklu mohou DSBs i SSBs indukovat wvznik strukturnich aberaci



chromatidového typu (Chromatid-type aberrations, CTAs), které postihuji jednu
chromatidu vramci celého chromozomu, nebo aberaci chromozomového typu
(Chromosome-type aberrations, CSAs), které postihuji obé dv€ chromatidy. Vyse
popsané piiklady poukazuji na zasadni vyznam opravy poskozeni DNA pro zachovani
integrity genomu. Pfredmétem Publikace Il a V bylo studium SNPs v opravnych drahach
nebo kapacity opravy DNA (DNA repair capacity, DRC) ve vztahu k CAs.

Telomery reprezentuji protektivni nukleoproteinové struktury na koncich
linearnich eukaryotickych chromozomt. Ackoli je délka telomer u novorozencu
v riznych tkanich podobnd, v pritbéhu zivota jedince dochézi v jednotlivych organech k
postupnému zkracovani telomer odliSnou rychlosti. Pokud délka telomer dosahne kritické
hodnoty, jsou nechranéné struktury koncti chromozomt rozpoznany jako DSBs. Pomoci
opravnych mechanizmi poskozeni DNA nasledn¢ dojde k chybnému spojeni
chromozomt, které muize v pribéhu mitotického déleni vyustit v cetné strukturni
chromozomalni prestavby. NaruSeni fyziologické délky telomer predstavuje jeden ze
zéakladnich znakli vzniku maligni transformace. Studie zabyvajici se vztahem mezi
frekvenci CAs a narusenim fyziologické délky telomer nejsou v soucasné dobé¢ Cetné.
Také neni zcela objasnéno, jaké faktory pfispivaji k naruSeni délky telomer u pacienti
s nadorovym onemocnénim a jakou ulohu hraje délka telomer v nddorové tkani

v progndze pacientl. Tato problematika byla ptedmétem Publikace V a VI.



2. Cile

V ramci této disertacni prace byly feSeny nasledujici otazky:

e Maji funkéni SNPs v genech dilezitych pro mitoticky checkpoint a opravu
poskozeni DNA vliv na frekvenci CAs v PBL zdravych osob?

e Umozni pouziti celogenomové asociacni studie (GWAS) popis novych SNPs,

které maji vztah k frekvenci CAs v PBL?

e Je zvysena frekvence nespecifickych strukturnich CAs v PBL zdravych osob
a pacientl s nddorovym onemocnénim asociovana s narusSenim fyziologické

délky telomer?

e Ovliviluje frekvence nespecifickych strukturnich CAs a/nebo naruseni
fyziologické délky telomer v PBL riziko vzniku maligniho onemocnéni nebo

celkové pfezivani pacientli s nddorovym onemocnénim?

e Jsou pacienti s rakovinou prsu (breast cancer, BC) a kolorektalnim karcinomem
(colorectal cancer, CRC) citlivéjsi k piisobeni radiomimetické latky (bleomycinu)

v PBL? Je délka telomer v PBL asociovana s DSBs DRC?

e Je dé¢lka telomer v nddorové tkani, ptilehlé mukoze, metastatické tkani a krvi
asociovana s klinicko-patologickymi nebo molekularnimi charakteristikami

pacientti s CRC?

e Je délka telomer v nadorové tkani asociovana s celkovym pfezitim pacientl

s CRC?



3. Material a metody

3.1. Studované populace

Publikace I: 729 osob pitvodem z Ceské nebo Slovenské republiky. U viech jedincit byl
odebran vzorek periferni krve.

Publikace IT: 2196 osob ptivodem z Ceské nebo Slovenské republiky s profesni expozici
genotoxickym latkam. U vSech jedinci byl odebran vzorek periferni krve.

Publikace IIT: Tti jednotlivé skupiny osob ptivodem z Ceské nebo Slovenské republiky
byly zatazeny do této studie. P&t set sedmdesat Sest jedincti bylo zafazeno do GWAS.
Vysledky této analyzy byly replikovany na dvou souborech 482 a 1288 jedincii. Prvni
replikacni soubor zahrnoval ze 46% nové diagnostikované pacienty s BC, CRC a s
rakovinou plic (lung cancer, LC). Osoby s profesni expozici genotoxickym latkam tvotily
57% souboru GWAS a 23% druhého replikacniho setu. U vSech jedinct byl odebran
vzorek periferni krve.

Publikace IV: U 337 nové diagnostikovych a neléenych pacientli s nddorovym
onemocnénim (151 BC, 96 CRC, 90 LC) a 335 zdravych osob pivodem z Ceské
republiky byl odebran vzorek periferni krve.

Publikace V: U 91 nové diagnostikovanych a nelécenych pacientii s BC (n=47) nebo
CRC (n=44) a 90 zdravych jedincti ptivodem z Ceské republiky byl odebran vzorek
periferni krve.

Publikace VI: Dvé odliSné skupiny pacientll s CRC byly zatazeny do této studie. Parové
vzorky nadorové tkané a prilehlé nenddorové mukozy byly dostupné u 661 pacientii. U
164 jedinct byl odebran také vzorek periferni krve a u 12 osob vzorek metastatické jaterni
tkan¢ a primarniho tumoru. Druhd skupina pacientii byla tvorena 122 jedinci s CRC, od
kterych byl odebran vzorek metastatické jaterni tkan€ a nenddorové jaterni tkané.

Publikace VII: zahrnovala osoby studované v ramci Publikaci I, II, Il a V.

3.2. Cytogeneticka analyza

Frekvence CAs v PBL vramci Publikace I-IV byla stanovena pomoci

cytogenetické analyzy [1]. Metoda je zalozena na detekci ziskanych nespecifickych



strukturnich CAs v PBL stimulovanych fytohemaglutininem a kultivovanych po dobu
48 hodin. Pro zastaveni bunééného cyklu v metafazi byl pouzit kolchicin. Od kazdého

jedince bylo cytogeneticky hodnoceno 100 metafazi a byla zjist'ovana frekvence CAs.

3.3. Méreni citlivosti k piisobeni mutagenu

Pro posouzeni inter-individualnich rozdil v citlivosti PBL k pisobeni mutagenni
latky v ramci Publikaci V byla pouzita ptivodni metodika [2]. Od kazdého jedince byly
stimulovany dvé kultury s buikami periferni krve pomoci antigenu, fytohemaglutininu.
Nasledné¢ byly PBL kultivovany po dobu 72 hodin v kompletnim médiu. Jedna
z bunécnych kultur slouzila jako kontrolni pro stanoveni zakladni hladiny CAs, pricemz
druha kultura byla v 67. hodin€ ovlivnéna radiomimetickou latkou, bleomycinem.
Pocateéni frekvence bleomycinem-indukovaného poskozeni DNA byla zjisténa pomoci
chemiluminiscenéniho méteni hladiny y-H2AX, indikadtoru DSBs. V 70. hoding byly
buiikky zastaveny v metafazi a nasledné byly vytvoieny cytogenetické preparaty. Od
kazdého jedince bylo cytogeneticky hodnoceno 100 metafazi a byla specificky
detekovéna frekvence CTAs.

3.4. Méreni délky telomer

Délka telomer v nadorové tkani, pfilehlé nenddorové mukoze, metastatické jaterni
tkani, nenddorové jaterni tkani (Publikace VI) a v PBL (Publikace V a VI) byla métfena
jako relativni délka telomer (RTL) pomoci metodiky Multiplex Monochrome real-time
PCR (MMQPCR) [3, 4]. Pro detekci hladiny signéalu ze dvou amplikonti (v naSem ptipadée
telomer a albuminu) byla pouZita fluorescenéni barva SYTO 9. VSechny reakce probihaly
triplicitné na 384-jamkové desticce MicroAmp Optical Reaction Plate. Fluorescencni
signdl byl detekovan pomoci Viia 7 Real-time PCR (Applied Biosystems). DNA
izolovana od 30 zdravych jedincii rozdilného véku a pohlavi byla pouzita pro vytvoreni
kalibra¢ni kiivky, na jejimz zdklad¢ byla vypocitdna délka telomer jako druhd zaporna

mocnina rozdilu mezi zménou hodnot Ct (cycle treshold) vzorku a standardu.
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3.5. Méreni mikrosatelitové nestability

Pro stanoveni mikrosatelitové nestability (Microsatellite instability, MSI) u pacientii
s CRC v ramci Publikace VI byla pouzita metoda MMQPCR. Mikrosatelitové oblasti
BAT-25, BAT-26, NR-21, NR-24, NR-27 byly amplifikoviny pomoci znacenych
primert. Produkt PCR byl analyzovan pomoci kapildrni elektroforézy (ABI Prism 3100
Genetic Analyzer). Nadorova tkan neshodujici se v mikrosatelitovych oblastech ve vice

lokusech pfi porovnani s nenadorovou mukézou byla oznacena jako MSI [5].

3.6. Genotypizace

Alelické diskriminace TagMan (Applied Biosystems, Foster City, California) byla
pouzita pro detekci SNPs ve studovanych genech.

Genotypizace SNPs v ramci Publikace I: BUBI rs1801376, BUB3 1s3808960, MAD2L1
1s903147, CENPF rs438034, ESPLI 156580941, NEK2 rs701928, PTTGI rs1862392,
ZWILCH 153087660, ZWINT rs2241666. VSechny SNPs byly na zéklad¢ in silico analyzy

predikovany ve vazebném misté pro transkripcni faktor.

Naésledujici SNPs v genech zahrnutych pti opravé poskozeni DNA byly genotypizovany
v ramci Publikace II: XPD rs13181, XPG rs17655, XPC rs2228001, XPA rs1800975,
XRCCI 151799782, rs25489, rs25487, OGGI 151052133, APEI rs1130409, XRCC2
1s3218536, RADS54L 151048771, XRCC3 1s861539, NBSI rs1805794.

Nasledujici SNPs v genech kodujici podjednotky shelterinového komplexu a telomerazy
byly genotypizovany v ramci Publikace VI: RTELI rs2297440, rs2738780, rs7261546,
15755017, FENI 1s174538, POTI r1s7784168, rs10250202, TERFI 152306494,
1s3863242, TRF2 rs251796, 1s3785074, TERT rs10936599, rs2736118, rs2736098,
1s2736100, rs2242652, 152736108, rs7705526, rs10069690, rs2736109, rs2853691,
152853677, 152853676, 133954691, 1s3816659, rs4246742, TERC 153772190,
1s12696304.
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4. Vysledky a diskuze

Publikace I Publikace s nazvem “Genetic variation in the major mitotic checkpoint
genes associated with chromosomal aberrations in healthy humans” byla zamétena na
studium vztahu mezi frekvenci strukturnich CAs v PBL 729 zdravych osob a SNPs
v genech kddujicich proteiny dulezité v prabéhu mitotického checkpointu a piechodu
mezi metafdzi a anafazi bunééného cyklu (geny BUBI, BUB3, MAD2L1, ESPLI, PTTGI,
CENPF, NEK2, ZWILCH, a ZWINT). Jedinci s frekvenci CAs >2% byli zatazeni do
rizikové skupiny a naopak ti, ktefi méli niz§i hladinu strukturnich CAs v PBL, byli
zahrnuti do kontrolni skupiny.

Vysledky nasi analyzy prokazaly vliv homozygotni varianty AA v genu ZWINT
(rs2241666) na zvySenou frekvenci CSAs v PBL (P=0.03). Homozygotni varianta GG
v genu BUBI (rs1801376) byla asociovana s vyss$i frekvenci CTAs v PBL (P=0.03). Pii
analyze binarnich interakci studovanych genovych variant bylo odhaleno 21 statisticky
vyznamnych asociaci, které mély dopad na vyssi frekvenci CAs v PBL zdravych osob.
Mezi nejcastéji zastoupené partnery bindrnich interakci pattily varianty geni PTTGI-
ZWILCH a PTTGI-ZWINT. Funkce PTTG1 a ZWILCH/ZWINT je v prubéhu
mitotického checkpointu velmi rozdilnd. Onkogen PTTGI1 je nezbytny pro inhibici
Separasy a nasledné destrukci Cohesinu, ktery spojuje sesterské chromatidy a brani tak
chybnému rozchodu chromozomti [6]. Naopak proteiny ZWILCH/ZWINT jsou dilezité
pro aktivaci mitotického checkpointu a funguji na urovni kinetochoru [7]. V ptedchozi
studii bylo prokazano, Ze indukované bodové mutace v genu PT7GI vedou ke vzniku
CAs [8]. SNPs v genu PTTG1 byly popsany v asociaci se zvySenym rizikem vzniku BC
ve studii zahrnujici 1492 zdravych jedincii a 698 pacientl [9], coz prokazuje dulezitost
tohoto proteinu v pritb¢hu maligni transformace.

Na zaklad¢ naSich vysledkli byl prokdzén vliv binarnich interakci genovych
variant kddujicich proteiny s dtlezitou funkei na tirovni kinetochoru (ZWINT/ZWILCH)
a Cohesinu (PTTG1) na frekvenci CAs v PBL zdravych jedinci.

Publikace II: Cilem publikace s nazvem “Interactions of DNA repair gene variants
modulate chromosomal aberrations in healthy subjects” bylo objasnit vliv SNPs
v klicovych genech kodujicich proteiny zahrnuté v jednotlivych opravnych drahach
poskozeni DNA na frekvenci nespecifickych strukturnich CAs v PBL 2196 zdravych

12



jedinct. Genotypizace SNPs byla provedena v nasledujicich genech: (XRCCI, OGGI,
APEXI, XPA, XPD, XPG, XPC, XRCC2, XRCC3, NBN, RADS54L).

Na zaklad€ nasi analyzy byla potvrzena protektivni uloha homozygotni varianty
XPD Lys751GIn [10]. Byl také zjistén statisticky vyznamny vliv heterozygotni varianty
RADS54L Ala730= na vyssi frekvenci CSAs (P=0.03). Synonymni SNPs mohou mit vliv
na sestfih mRNA, stabilitu daného transkriptu, strukturu a funkci vysledného proteinu
[11]. Ulohou RAD54 je stabilizovat rekombiniazu RAD51 v priibéhu opravy DSBs [12].
V ptedchozi studii bylo prokazéano, ze delece RAD54 je asociovana s indukei CAs [13].

Pfi studiu vlivu bindrnich interakci genovych variant na frekvenci CAs bylo
popsano 14 statisticky vyznamnych interakci. Je zajimavé, ze vétSina z interakci
zahrnovala geny z riznych opravnych drah poskozeni DNA (shrnuto v Obr. I).

Na zakladé nasich vysledku Ize tici, Ze vliv jednotlivych SNPs na frekvenci CAs
byl pouze marginalni, coz je v souladu s Publikaci I a také s vysledky studie provadéné
v nasi spolupracujici laboratofi (German Cancer Research Center, Heidelberg), kde byl
zkouman vliv SNPs v genech koédujicich enzymy metabolismu xenobiotik na frekvenci
CAs v PBL [14]. Zéaroven lze usuzovat, ze akumulace CAs v PBL zdravych jedinct

vyzaduje komplexni naruSeni na Grovni vice opravnych drah poskozeni DNA.
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Obr. I: Statisticky vyznamné interakce genovych variant s relevanci k Publikaci I1.
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Publikace III: Cilem publikace “Genetic variation associated with chromosomal
aberration frequency: A genome-wide association study” bylo identifikovat pomoci
GWAS varianty gentl, které souviseji s vyssi frekvenci CAs v PBL. Tento projekt byl
zalozen na vysledcich dosazenych v Publikaci I, II a dalsich studiich, které jsou shrnuty
v Publikaci VII.

V Publikaci III byla potvrzena asociace mezi zvySenou frekvenci CAs a expozici
genotoxickym latkam [14-16] a rizikem vzniku maligniho onemocnéni [17]. Na zaklade
GWAS bylo identifikovano 11 lokust, které byly replikovany v nezavislych souborech
osob. Na zaklad¢ vysledkii validace byla prokazana asociace mezi SNPs rs1383997,
1s2824215, rs983889 a vyssi frekvenci CAs v PBL. Funkce téchto SNPs byla
charakterizovana pomoci analyzy in silico. Rs1383997 SNP je lokalizovan v oblasti
kodujici Natural Antisense Transcript (NAT) s komplementaritou k Transient Receptor
Potential Cation Channel Subfamily A Member 1 (TRPAI). NAT inhibuje TRPAI [18].
Narusend regulace TRPAI byla v ptedchozi studii popsana u nddorového onemocnéni
ledvin [19]. Deregulace kanalt Transient Receptor Potential (TRP) muze souviset s
narusim signalizace prostfednictvim hladiny intracelularniho vapniku a se vznikem
nadorového onemocnéni [20]. Rs2824215, druhy SNP asociovany se statisticky
vyznamné vyssi frekvenci CAs v ndmi studovanych skupinach jedinci, je lokalizovan
v oblasti pro dlouhou nekodujici RNA. Delece této oblasti genomu byla v piedchozi
studii popsana v souvislosti s chromozomalnimi ptfestavbami [21]. Rs983889 byl také
asociovan se statisticky vyznamné vyssi frekvenci CAs (specificky CTAs) v nami
studovanych skupinach jedincli. Tento SNP se nachazi v intronové oblasti genu koduyjici
protein F-box and Leucine-Rich Repeat Protein 7 (FBXL7), ktery je zapojen v regulaci
kindzy Aurora A [22]. FBXL7 je tak zahrnut v regulaci mitézy, coz muze vysvétlit
spojitost specificky s CTAs, které vznikaji v pribehu S nebo G2 faze bunééného cyklu
[23].

Na zaklad¢ pouziti GWAS byly identifikovany lokusy, které souviseji s vyssi
frekvenci CAs. V dobé odevzdani disertacni prace byly k recenznimu fizeni odeslany
vysledky navazujiciho projektu s nazvem “Disparity in genetic variants associated with
chromosomal aberration frequency between exposed and unexposed cohorts. Niazi Y et
al., Manuscript in preparation”, ve kterém se podafilo pomoci GWAS popsat SNPs

v genech zahrnutych pii opravé poSkozeni DNA ve vztahu k vyssi frekvenci CAs v PBL.
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Publikace IV: V publikaci “Chromosomal damage and telomere length in peripheral
blood lymphocytes: cancer risk and patients’ long-term survival ” byla studovana tloha
CAs a délky telomer v PBL jako ukazateli predikce nebo prognozy pacientli s BC, LC a
CRC.

Zvysena frekvence CAs byla asociovana s vysSim rizikem vzniku BC a LC. Byly
tak potvrzeny vysledky nékolika prospektivnich studii (shrnuto v [24]). V ptipadé CRC
bylo riziko vzniku této malignity asociovano s vyssi frekvenci CAs jen marginaln¢.
Pomoci vyuziti vicerozmérné analyzy byla prokazana asociace mezi vyssi frekvenci
CTAs a horsim celkovym ptezivanim pacienti s BC a CRC. Jedna se tak o prvni studii
popisujici souvislost mezi celkovym prezivanim u pacientii s nddorovym onemocnénim
a frekvenci CAs v PBL.

Ackoli vétsi délka telomer v PBL souvisela s vy$$im rizikem vzniku BC,
nepodafilo se prokéazat vliv délky telomer v PBL na prognézu pacientli s nadorovym
onemocnénim, coz je v rozporu s vysledky predchozi studie [25]. Dalsi studie jsou proto
nezbytné. V ramci Publikace VI byla studovdna prognostickd uloha délky telomer
v nadorové tkani.

Byla potvrzena negativni korelace mezi frekvenci CAs a délkou telomer u skupiny
zdravych osob [26]. Tento vystup lze vysvétlit fuzi kriticky zkracenych koncii
chromozémt a néslednym vznikem strukturnich CAs v pribéhu mitotického déleni [27].
Vztah mezi délkou telomer a frekvenci CAs nebyl prokdzan u skupiny pacientil
s nadorovym onemocnénim. Tento fenomén nebyl dosud popsan a proto se lze jen
domnivat, Ze ke vzniku CAs v PBL u pacientli s nddorovym onemocnénim pfispiva vice
faktora.

Nase vysledky prokézaly vliv vyssi frekvence CTAs v PBL na hors$i pfeZivani
pacienti s BC a CRC. Byla také popsana negativni korelace mezi frekvenci CAs a délkou
telomer u skupiny zdravych osob. Jedinci s vétsi délkou telomer v PBL méli statisticky

vyznamné vyssi riziko vzniku BC.

Publikace V: Studie s ndzvem “Bleomycin-induced chromosomal damage and
shortening of telomeres in peripheral blood lymphocytes of incident cancer patients”
byla zalozena na detekci inter-individualnich rozdili v DSBs DRC méfené v PBL
zdravych osob a pacientti s BC a CRC. Vysledky nasi analyzy byly porovnany s méfenim
délky telomer v PBL studovanych skupin osob s cilem zjistit vztah mezi DSBs DRC a

narusenim fyziologické délky telomer.
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V PBL pacienti s CRC byla detekovéna statisticky vyznamné vyssi frekvence
CTAs (P=0.03) indukovana pomoci radiomimetické latky (bleomycinu), coz poukazuje
na niz§i DSBs DRC v PBL. Tento vysledek je v souladu s pfedchozimi pracemi [2, 28,
29]. Ankathil et al., popsal statisticky vyznamné vyssi frekvenci CTAs po plisobeni
bleomycinu u familidlni a sporadické formy CRC ve srovnani s rodinnymi piisluSniky
a dal§imi zdravymi jedinci a prokézal tak, Ze méfeni hypersenzitivity k bleomycinu mtze
byt vyuzito k identifikaci osob s predispozici k CRC [29]. Hsu et al., prokazal, ze pacienti
s nadory organd, které jsou v pfimém kontaktu s vnéj$im prostfedim (zahrnujici dychaci
a travici soustavu) vykazuji zvySenou sensitivitu k ptisobeni bleomycinu [2]. Také bylo
zjiSténo, ze pacienti s CRC, ktefi maji distdln¢ lokalizované tumory jsou hypersenzitivni
k bleomycinu v PBL ve srovnani s pravostrannymi karcinomy kolonu, coz potvrzuje
hypotézu, Zze pisobeni genotoxickych latek z vnéjSiho prostfedi hraje dilezitéjsi roli
v etiologii levostrannych karcinomt kolonu [28].

Skupina pacienti s BC nevykazovala statisticky vyznamné vys$si frekvenci
bleomycinem-indukovanych CTAs v PBL ve srovnani se zdravymi jedinci, coz je v
souladu s pfedchozi studii [2]. Dalsi publikované prace vSak popisuji hypersenzitivitu k
pusobeni bleomycinu v PBL u pacientek s BC [30, 31]. Z divodu nekonzistentnich
vysledk ostatnich publikovanych praci a také vzhledem k relativné malé skupin€ ndmi
studovanych jedincti s BC jsou dalsi studie nutné.

Pacienti s CRC a BC s délkou telomer v PBL mensi nebo rovnou medianu
vykazovali statisticky vyznamné vysSi frekvenci bleomycinem-indukovanych CTAs
v PBL (P=0.02), coz poukazuje na korelaci mezi sniZzenou DSBs DRC a kratsi délkou
telomer. Telomery inhibuji indukci DDR a chrani tak konce chromozomti pted chybnym
propojenim a vznikem chromozomadlni instability. Paradoxné je vSak zaroven funkce
proteinti nezbytnych pro DDR vyuzivdna telomerovymi strukturami k replikaci a ochrané
téchto protektivnich koncii chromozomii [32, 33]. Napi. Ku70, protein dulezity v prib¢hu
opravy DSBs, stimuluje fazi kriticky zkracenych telomer a ptispiva tak ke vzniku
chromozomalni instability. Zaroven vSak chrani konce chromozomi pied homologni
rekombinaci [34]. Také 53BP1 inhibuje resekci nechranénych konci chromozomii
zprostiedkovanou proteinem BRCA1 a tudiz blokuje iniciaci homologni rekombinace
a naruseni struktury a délky telomer [35]. Lze fici, ze vSechny opravné drahy zahrnuté v
DDR jsou dulezité pro spravnou funkci telomer. NaruSeni funkce excizni opravy
poskozeni DNA vede ke zkracovani telomer [36], avSak podobné studie nejsou piilis

Casté [37].
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Nase vysledky podpofily hypotézu, Ze naruseni délky telomer je asociovano s
defekty v DDR [38]. Ac¢koli je v soucasné dobé popsano vice nez 400 proteini zahrnutych
v pribe¢hu DDR, vztah vétSiny z nich ke spravnému fungovani telomer neni dosud

objasnén. Tato oblast molekularni biologie tak zasluhuje vétsi pozornost.

Publikace VI: V publikaci “Relationship of telomere length in colorectal cancer
patients with cancer phenotype and patient prognosis” byla métena délka telomer v
nadorové tkani, pfilehlé nenddorové mukdéze, PBL, jaterni metastatické tkani
a nenddorové jaterni tkani u pacienti s CRC. Cilem této studie bylo objasnit vliv
klinicko-patologickych a molekularnich charakteristik pacientii s CRC na délku telomer
v jednotlivych uvedenych tkanich. Byla také studovana moznost vyuziti délky telomer
jako ukazatelu celkového pieziti u pacientli s CRC.

Kratsi délka telomer v nadorové tkani ve srovnani s ptilehlou nenadorovou
mukdzou byla pozorovédna u 74% pacienttl, coz je v souladu s pfedchozimi studiemi [39-
41]. Tento vysledek lze vysvétlit zvySenou proliferacni aktivitou nddorové tkané. Kratsi
délka telomer byla identifikovdna u 83% jaternich metastdz ve srovnani s primarnimi
tumory a 64% jaternich metastaz mélo kratsi délku telomer ve srovnani s nenaddorovou
jaterni tkani. VSichni pacienti zahrnuti do této studie s pfitomnosti jaternich metastaz
podstoupili chemoterapeutickou lécbu, coz mize byt pfi¢inou kratsi délky telomer v
metastatické tkani. V1iv chemoterapie na délku telomer byl v dobé odevzdani disertacni
prace studovan v naSem navazujicim projektu.

D¢élka telomer v nadorové tkani byla statisticky vyznamné krat$i u pacientii s
pocatecnim staddiem CRC (TNM I; P=0.001). Tento vysledek je v souladu s pfedchozi
studii, kterd zahrnovala 125 pacientii s CRC [42]. TNM Kklasifikace pfedstavuje robustni
prognosticky ukazatel a jelikoz délka telomer pozitivn€ korelovala s jednotlivymi stadii
CRC, prognosticka uloha telomer v nadorové tkani byla predmétem dalsi ¢asti nasi studie.
Bylo tak prokazéano, Ze pacienti s pomérem délky telomer v nddorové tkani ve srovnani s
piilehlou nenadorovou mukézou menSim nez median (<0.7) vykazovali lepsi celkové
preziti (P=0.02). Delsi telomery v naddorové tkani byly jiz dfive popsany jako ukazatel
horsiho celkového preziti u pacienti s CRC (shrnuto v metaanalyze zahrnujici 956
pacientt [43]). Na zéklad¢ naSich vysledkt lze fici, ze pomér délky telomer v nadorové
tkani a ptilehlé nenadorové mukoze mize slouzit jako prognosticky ukazatel u pacienti

s CRC.
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Dale byla prokazana statisticky vyznamné krat$i délka telomer v proximalné
lokalizovanych karcinomech tlustého stfeva ve srovnani s distaln¢ lokalizovanymi
tumory (P=0.006) a rektem (P<0.0001). Tento vysledek je v souladu s pfedchozimi
studiemi [40, 41, 44], ackoli jiné publikace nepotvrdily kratsi délku telomer
u pravostrannych kacinoml kolonu [39, 42]. Odlisnd délka telomer v jednotlivych
castech tlustého stieva muize souviset se specifickym slozenim stievni mikrobioty. Ta
ovlivituje mimo jiné bunéCnou proliferaci a zanétlivé prostredi [45], coz miize mit
negativni vliv na délku telomer.

Dalsim dulezitym zjisténim nasi studie bylo, ze pacienti s karcinomem
charakterizovanym MSI méli statisticky vyznamné kratsi délku telomer v nddorové tkéani
ve srovnani s mikrosatelitové stabilnimi tumory. V soucasné dob¢ existuje pouze velmi
omezeny pocet studii, které potvrzuji podobnou asociaci [41, 44] a vysledky dalSich studii
toto zjisténi nepotvrdily [42, 46]. Jelikoz telomery pfedstavuji repetitivni sekvence
slozené z hexanukleotidl, 1ze je klasifikovat jako mikrosatelitové oblasti. Pacienti
s fenotypem MSI mohou mit vyssi frekvenci inseréné-dele€nich mutaci v koncovych
oblastech chromozomt z dlivodu narusené opravy chybného parovani bazi. Ackoli nebyla
tato hypotéza experimentalné potvrzena, lze ptedpokladat, ze akumulace mutaci v oblasti
telomer miZe souviset s poklesem koncentrace proteinti shelterinového komplexu, které
specificky rozpozndvaji telomerové hexanukleotidové repetice TTAGGG. Proteiny
shelterinu jsou nezbytné pro zachovani protektivni funkce telomer. Jakmile dojde k
naruseni homeostazy shelterinového komplexu, dojde k naruseni fyziologické délky
telomer [47]. Nasi dal$i otazkou bylo, zda SNPs v genech kddujicich podjednotky
shelterinového komplexu maji vztah k délce telomer. Na zakladé genotypizace byl
popsan negativni vliv homozygotni varianty TERT 1s3816659 na délku telomer
v nenadorové mukoze. Tato genova varianta byla v predchozi studii popsana ve vztahu
ke zvySenému riziku vzniku BC [48]. Vysledky nasi analyzy lze ale povazovat pouze za
predbézné, jelikoz genotypizace byla provedena u 232 jedinci.

Nase vysledky prokazaly efekt klinicko-patologickych a molekuldrnich
charakteristik na délku telomer v odlisSnych tkanich pacientti s CRC. Byl také prokazan
vliv délky telomer na celkové piezivani pacienti s CRC. V soucasné dobé jsou vSak
poznatky v této oblasti stale nedostatecné a jelikoz se zacinaji v klinické praxi aplikovat
inhibitory telomerazy, je nezbytné porozumét biologii telomer v nadorové tkani pacient

s CRC a zaroven identifikovat pacienty, ktefi by mohli profitovat z cilené terapie.
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Publikace VII: Souhrnné sdéleni “Genetic variation of acquired structural
chromosomal aberrations” kriticky hodnoti vysledky dosazené v Publikacich I, I, Il a

V' a naznacuje dal§i smér vyzkumu.
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5. Zavér

o Maji funkcni SNPs v genech dulezitych pro mitoticky checkpoint a opravu
poskozeni DNA vliv na frekvenci CAs v PBL zdravych osob?

Ackoli jednotlivé SNPs (v genech XPD, RAD54L, BUBI a ZWINT) ovliviiovaly frekvenci
nespecifickych strukturnich CAs pouze marginalng, binarni interakce SNPs v genech
zahrnutych v mitotickém checkpointu nebo pti opraveé poSkozeni DNA mély statisticky
vyznamny vliv na frekvenci nespecifickych strukturnich CAs v PBL zdravych osob.
Celkove bylo popsano 35 statisticky vyznamnych bindrni interakci, které témér vzdy
zahrnovaly geny kodujici proteiny ze dvou opravnych drah poSkozeni DNA nebo geny
hrajici odlisnou tlohu na trovni mitotického checkpointu. Na zaklad¢ nasich vysledki
Ize fici, Ze akumulace nespecifickych strukturnich CAs v PBL vyzaduje komplexni

naruSeni téchto molekularnich drah.

o  Umozni pouziti GWAS popis novych SNPs, které maji vztah k frekvenci CAs
v PBL?

Pomoci GWAS byly identifikovany oblasti (rs1383997, rs2824215 and rs983889), které¢
souvisely se zvySenou frekvenci nespecifickych strukturnich CAs v PBL. VSechny tyto
SNPs byly diive popsany v piimé nebo nepiimé souvislosti se vznikem nadorového

onemocnéni.

o Je zvySena frekvence nespecifickych strukturnich CAs v PBL zdravych osob a
pacientii s nadorovym onemocnénim asociovana s narusenim fyziologické délky

telomer?

Byla potvrzena negativni korelace mezi frekvenci ziskanych nespecifickych strukturnich
CAs a délkou telomer v PBL zdravych jedinci. Podobny vysledek nebyl pozorovan

v PBL pacientti s nddorovym onemocnénim.

o  Ovliviiuje frekvence nespecifickych strukturnich CAs a/nebo naruseni
fyziologicke délky telomer v PBL riziko vzniku maligniho onemocnéni nebo

celkové prezivani pacientii s nadorovym onemocnénim?
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Byla potvrzena zvySend frekvence nespecifickych strukturnich CAs v PBL zdravych
jedinct v souvislosti s rizikem rozvoje BC a LC. ZvySené riziko vzniku BC bylo
asociovano s del$imi telomerami v PBL. Celkové piezivani pacientll s nddorovym
onemocnénim nebylo ovlivnéno délkou telomer v PBL. Zvysena frekvence CTAs v PBL
byla asociovana s horSim celkovym pfezitim pacienti s BC a CRC pfi pouziti

vicerozmérné analyzy.

o Jsou pacienti s BC a CRC citlivejsi k piisobeni radiomimetické latky (bleomycinu)
v PBL? Je délka telomer v PBL asociovana s DSBs DRC?

Byla popséna statisticky vyznamné vyssi frekvence CTAs indukovanych bleomycinem
v PBL pacienti s CRC ve srovnani se zdravymi jedinci podobného véku a pohlavi.
Meéfeni citlivosti k plisobeni bleomycinu tak 1ze vyuzit pro detekci jedincti s CRC. Délka
telomer v PBL pacientil s malignim onemocnénim korelovala se zvySenou frekvenci

CTA:s, a tudiz se sniZenou opravou blomycinem-indukovanych DSBs.

o Je délka telomer v nadorové tkani, prilehlé mukoze, metastatické tkani a krvi
asociovana s klinicko-patologickymi nebo molekularnimi charakteristikami

pacientit s CRC?

Statisticky vyznamné krat$i délka telomer byla u 74% nadorovych tkani ve srovnani s
nenddorovou mukézou. Délka telomer byla také krat$i u 83% jaternich metastdz pti
porovnani s primarni nddorovou tkani a 64% jaternich metastaz vykazovalo kratsi délku
telomer ve srovndni s nenadorovou jaterni tkdni. Délka telomer v nddorové tkani byla
statisticky vyznamné krat$i v proximalni ¢asti tlustého stieva ve srovnani s distalni ¢asti
a rektem. Ddéle byla popsana krat$i délka telomer v pocateCnim stadiu nadora
klasifikovanych jako TNM I. Pacienti s tumory charakterizovanymi MSI mé&li statisticky

vyznamné krat$i délku telomer v nadorové tkani.

o Je delka telomer v nadorové tkani asociovdana s celkovym prezitim pacientii s

CRC?

Pacienti s pomérem délky telomer menSim neZ median v nadorové tkani ve srovnani s

ptilehlou nenddorovu mukézou vykazovali statisticky vyznamné lepsi celkové pieZiti.
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