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Abstrakt

Kolorektalni karcinom (KRK) je zdvainé nadorové onemocnéni, v CR je diagnostikovan roéné
u okolo osmi tisic pacientl, a pres tfi a pll tisice na toto onemocnéni umird. Mnozi jsou stale
diagnostikovana v pokrocilém stadiu onemocnéni (stadium IV — 20,1 %; stadium Il — 24,5 % v roce
2017), coz znamena horsi celkovou progndzu. Screeningovy program si klade za cil identifikovat
pacienty v ¢asném stadiu KRK (stadium 0, | a Il) ktefi maji lepsi prognézou. Doposud chybi markery
Casné diagndzy a predikci Ucinnosti IéCby ¢i ¢asné recidivy nadoru.

Prvnim cilem nasi prace bylo zhodnotit klinicko-patologickou charakteristiku pacient s KRK
diagnostikovanych screeningem v porovnani se symptomatickymi pacienty a ovérit efektivitu
screeningového programu v CR. Provedli jsme multicentrickou prospektivni observaéni studii s cilem
lépe charakterizovat jednotlivé parametry pacientl s KRK. Screening byl definovan jako primarni
screeningova koloskopie, nebo koloskopie po pozitivnim testu na okultni krvaceni. Zaradili jsme celkem
265 pacientl (screening 73 pacientd, kontrola 192 pacient(). Vysledky potvrdily pfinos screeningu: ve
screeningové skupiné v porovnani s kontrolni skupinou prevladala ¢asna stadia (stadium 0-Il; 63 % vs.
43,3 %, p <0,001) oproti pokrocilym stadiim (stadium lll a IV; 26,1 % vs. 44,3 %, p <0,001). Rovnéz vyskyt
lokalnich (N1 a N2; 28,8 % vs. 45,3 %, p <0,001) tak i vzdalenych metastaz (M1; 0 % vs. 18,2 %,
p <0,001)v dobé diagnodzy byl vyrazné pfiznivéjsi pro screeningovou skupinu. V obou skupinach
pacienti vykazovali dominantné postizeni levého tracniku oproti ostatnim ¢astem tlustého streva
(screening 91,9 %; kontrola 74,9 %).

Druhym cilem nasi prace bylo vyhodnotit expresni profil doposud znamych microRNA (miRNA)
u KRK, v porovnani se zdravou tkani, se zamérenim na rektdlni formu tumoru a naslednou identifikaci
moznych marker( ¢asného zachytu KRK a odpovédi na Iécbu. Otestovali jsme 2 555 miRNA na 20
parech rektalni formy KRK a zdravé tkané pomoci 3D-Gene Toray microarray. Nasledné jsme kandidatni
miRNA validovali na nezdvislé kohorté 100 pard KRK rekta, zdravé tkdné a plazmy pacientl s KRK;
mMiRNA s nejvyssi expresi jsme dale testovali na bunécnych kulturach. Podafilo se nam identifikovat
specifické miRNA, které korelovaly s odpovédi pacientdl na adjuvantni chemoterapii (cluster miR-
17/92). ZvySena exprese miRNA 17, 18a, 18b, 19a, 19b, 20a, 20b a 106a byla spojena s vyssim rizikem
relapsu onemocnéni. Exprese miRNA v plazmatickych exosomech se liSila mezi nadorovou tkani
a zdravou kontrolou a byla spojena s odpovédi na lécbu. Cluster miR-17/92 by se mohl stat
neinvazivnim biomarkerem predikujicim progndzu pacientl po 1écbé s rektaini formou KRK.

Tretim cilem nasi prace bylo zhodnotit jednonukleotidové polymorfismy (SNPs) u ABC
transportéru fungujici jako lokus kvantitativniho znaku (QTL) v souvislosti s rizikem vzniku KRK
a odpovédi na |éCbu. V projektu jsme identifikovali 14 SNPs v 11 genech pro ABC transportér, tyto SNP
byly vySetfeny u celkem 1098 pacientl s KRK a 1442 kontrol. Neprokazali jsme signifikantni spojitost
mezi SNP a rizikem vzniku KRK. SNP rs3819720 v genu ABCB3/TAP2 byl asociovan s krat$im celkovym
prezivanim v dominantnim a kodominantnim modelu. Prokazali jsme, Ze rs3819720 reguluje expresi
dalSich 36 geni. Screening QTL polymorfismi v genech, jako napfriklad pro ABC transportéry, muze
vést k identifikaci gen( spojenych s odpovédi pacientll na IéCbu.



Abstract

Colorectal cancer is a serious malignant disease, there are about 8 000 patients diagnosed with
CRCin the CR each year, and about half of them present with an advanced disease. Screening program
identifies patients in the early stages of CRC resulting in overall better prognosis and survival. There is
also a lack of biomarkers of early CRC detection and of response to treatment.

The first aim of our project was to conduct a national multicentre prospective to evaluate the
impact of CRC screening within the framework of a Czech population screening programme. A total of
265 patients were enrolled. Patients were divided into screening and control groups and compared for
pathology status and clinical characteristics. Screening was defined as a primary screening colonoscopy
or a colonoscopy after a positive FOBT. The distribution of CRC stages was significantly favourable in
the screening group (stages 0-Il, 63% versus 43.3%; p <0.001). The presence of distant (M1) and local
metastases (N1 and N2) was significantly less prevalent in the screening group (0%, 28.8%) than in the
control group (18.2%, 45.3%) (p <0.001). In both groups, patients had tumour localized in left colon
(screening 91.9%; control 74.9%). CRC diagnosed by screening disclosed less advanced clinical-
pathological characteristics in patients with higher probability of radical surgery (RO) than diagnoses
established based on symptoms.

The second aim of our project was to evaluate microRNA (miRNA) as a promising source of
cancer-related biomarkers. Yet the miRNA potential has not satisfactorily been explored in rectal
cancer (RC). The aim of the study was to identify the specific miRNA signature with clinical and
therapeutical relevance for RC. Expression of 2 555 miRNAs were examined in 20 pairs of rectal
tumours and matched non-malignant tissues by 3D-Gene Toray microarray. Candidate miRNAs were
validated in an independent cohort of 100 paired rectal tissues and in whole plasma and exosomes
of 100 RC patients. We identified RC specific miRNA signature that distinguishes responders from non-
responders to adjuvant chemotherapy. A predominant part of identified miRNAs was represented by
members of miR-17/92 cluster. Upregulation of miRNAs 17, 18a, 18b, 19a, 19b, 20a, 20b and 106a
in the tumour was associated with higher risk of tumour relapse and their overexpression in RC cell
lines stimulated cellular proliferation. Examination of these miRNAs in plasma exosomes showed that
their levels differed between RC patients and healthy controls and correlated with patients' treatment
response. MiR-17/92 cluster miRNAs represent a non-invasive biomarker to predict post-treatment
prognosis in RC patients.

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



1. Uvod

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

Ceskd republika (CR) zaujimala vroce 2012 péaté misto ve vyskytu KRK v Evropé,
v soucasné dobé zaujima misto patnécté s incidenci 32,7/100 000 obyvatel (ASR, 2018) (Bray et al.
2018). Je otazné, nakolik se na tomto vysledku podilel screeningovy program (Aleksandrova et al.
2014). Na prednich ptickach vyskytu KRK se jiz mnoho let drzi Madarsko a Slovensko (Bray et al. 2018;
Ferlay J 2013). Kazdym rokem je v CR KRK diagnostikovan téméFr 8 000 pacientdim a okolo 3 600
nemocnych na nasledky onemocnéni umira. V posledni dobé Ize v CR sledovat postupné klesajici trend
mortality (Dusek L et al. 2015).

Screeningova vysetieni maji za cil diagnostikovat pacienty s prekancerdznimi lézemi nebo KRK
v Casnych stadiich (stadium 0, | a Il), kterd maji lepsi celkovou progndzu, oproti pokrocilym stadiim
(I a 1V) (Pande et al. 2013). Jedna se o efektivni metodu, vedouci ke snizeni morbidity i mortality
(Brenner et al. 2016; Kubisch et al. 2016; Pox et al. 2012).

RozliSujeme nékolik typl screeningovych metod, a to testovani stolice, vySetfeni krve,
endoskopické vysetfeni a radiodiagnostické vysetieni.

KRK délime na sporadicky (90-95 % KRK) a hereditarni (5-10 % KRK). Sporadicky KRK vznika
v dlisledku postupné akumulace mutaci. Proces, kdy dochdzi postupné k progresi z normalniho
stfevniho epitelu do dysplastického epitelu a nasledné do karcinomu trva zpravidla 10-15 let a je
nejcastéji znam jako tzv. sekvence adenom-karcinom (Obr. 1.). Dalsi sekvence, které mohou vést ke
vzniku sporadického nadoru, jsou tzv. de novo, nebo v zanétlivé zménéné strevni sliznici, naptiklad
u pacientl s idiopatickym stfevnim zanétem (Bettington et al. 2013; Gala et al. 2014).

Hereditarni formy vznikaji na podkladé zdédéné mutace (Bogaert and Prenen 2014). Zahrnuiji
familiarni adenomatdzni polypézu (FAP), atenuovanou formu FAP (aFAP), hereditarni nepolypdzni
formu kolorektalniho karcinomu (HNPCC), MYH asociovanou polypdzu a polypdzni syndromy (Rustgi
2007).

KRK vznika postupnou akumulaci genetickych mutaci a epigenetickych zmén, které vedou
k preméné zdravé sliznice tlustého stfeva v nddorovou tkan. NejcastéjSi molekuldrni a genetické zmény
vedouci ke vzniku nadoru jsou strukturalni a numerické zmény chromozoml oznadované jako
chromozomalni instabilita (CIN), ddle pak zvySovdni poctu kopii opakujicich se sekvenci DNA
(tzv. mikrosatelity) zpUsobené defektni opravou 3Spatné pdarovanych bazi, oznacované jako
mikrosatelitni instabilita (MSl) a nakonec aberantni hypermetylace promotorovych oblasti genti, CpG
island methylator phenotype (CIMP) (Al-Sohaily et al. 2012; Armaghany et al. 2012; Nguyen et al.
2020; Strimpakos et al. 2009).
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Obr 1. Adenom-karcinom sekvence upraveno podle (Feldman et al. 2016)



2. Hypotézy

1.

KRK diagnostikovany screeningem ma priznivéjsi klinicko-patologicky profil oproti KRK
diagnostikovaného v dlsledku symptomu.

Expresni profil microRNA u rektalni formy KRK se lisi od expresniho profilu nddoru ostatnich c¢asti
tlustého stfeva a nenadorové tkané.

Exprese lokusu kvantitativniho znaku ABC transportéru ma vliv na odpovéd na lécbu
a prezivani u pacientl s KRK.

3. Cile prace

1.

Prospektivné zhodnotit klinicko-patologickou charakteristiku KRK diagnostikovaného pomoci
screeningu a u symptomatickych pacientl. Ovéfit vyhody screeningového programu v CR.
Objasnit expresni profil doposud znamych microRNA u rektalni formy KRK v porovnani s nadorem
v jiné ¢asti tlustého stfeva a nenddorovou tkani. Porovnat expresni profil microRNA u rdznych
lokalizaci KRK. Zhodnotit mozné vyuziti microRNA jako markeru odpovédi na lé¢bu KRK.

Objasnit, zda polymorfismy v genech pro ABC transportéry ovliviuji individudlni odpovéd na lécbu
a prezivani pacientl s KRK.



4. KRK diagnostikovany screeningem ma lepsi klinicko-patologicky profil oproti KRK
diagnostikovaného u symptomatického pacienta

4.1. Metodika

Provedli jsme prospektivni multicentrickou observaéni studii ve 12 centrech v Ceské republice
(CR) v obdobi od roku 2013 do roku 2015. Pacienty jsme rozdélili do dvou skupin: 1. screeningova
skupina (73); 2. kontrolni skupina (192). Kritériem vstupu do studie byl nové diagnostikovany KRK.
Studie byla schvalena etickou komisi a vSichni pacienti podepsali informovany souhlas se studii.

Pacienti ve screeningové skupiné byli definovani jako asymptomaticti pacienti s nové
diagnostikovanym a histologicky verifikovanym KRK, a to primarni screeningovou koloskopii, popf.
koloskopii po pozitivnim TOKS, bez pozitivni rodinné anamnézy. Pacienti zafazeni do kontrolni skupiny
byli definovani jako pacienti s diagnostikovanym a histologicky verifikovanym KRK, ktefi
se prezentovali symptomy.

4.2. Vysledky

Do studie jsme prospektivné zaradili celkem 276 pacientd, a nasledné jsme statisticky
vyhodnotili 265 pacienti (95,9 %). Pokrocilost KRK (stadium 0, I, Il vs. I, IV) byla statisticky vyznamné
pfiznivéjsi ve skupiné KRK diagnostikovanym screeningem, kde prevazovala stadia O, | a Il, nez v
kontrolni skupiné (p <0,001). Rovnéz vyskyt lokalnich metastaz (N1, N2) v dobé diagndzy byl vyrazné
pfiznivéjsi pro skupinu screening nez pro kontrolni skupinu (p <0,001). Pacienti ve skupiné screening
neméli pfitomny vzdalené metastazy (M1) na rozdil od pacient(i ve kontrolni skupiné, kde v dobé
diagndzy bylo pfitomno jiz 35 pacientd se vzdalenymi metastazami (p <0,001). Grading KRK v nasem
souboru nevykazoval rozdily mezi obéma skupinami. V obou skupindch dominoval dobfre
diferencovany KRK (72,6 % vs. 62,5 %) (Tabulka 1).

V obou skupindch prevladalo postizeni levého tracniku v porovnani s ostatnimi ¢astmi tlustého
stfeva (screening 91,8 %; kontrola 75 %). PostiZeni rektosigmoidea dominuje nad postiZzenim ostatnich
Casti tracniku. Celkem 58 pacientl (79,5 %) ve skupiné screening a 155 pacientl (80,8 %) ve kontrolni
skupiné podstoupilo chirurgické feseni. RO resekce byla provedena v 65,8 % v ptipadé screeningové
skupiny. Ve kontrolni skupiné byla provedena RO v 46,4 % ptipadl (p =0,015). R1 a R2 resekce byla
provedena pouze v minimalnim podtu pfipadd v obou skupinach (1,4 % vs. 5,3 %). Devét pacientl ve
skupiné screening (12,3 %) a osm pacientl ve kontrolni skupiné (4,2 %) bylo Ié¢eno endoskopicky
(p =0,032), a to radikalni polypektomii. Median doby od stanoveni diagndzy po chirurgické reseni byl
30 dni pro screeningovou skupinu a 21,5 dne pro pacienty ve kontrolni skupiné (p =0,022).

Pacientl lécenych systémovou paliativni terapii bylo vyznamné vice ve kontrolni skupiné
neZ ve skupiné kontrola (p =0,018). Rozdil mezi poctem pacient( Ié¢enych adjuvantni ¢i neoadjuvantni
terapii nebyl statisticky vyznamny.

Tabulka 1. Stadia, metastazy, grading KRK

Screening (N =73) Kontrola (N = 192)

N % N %
Stadia P
0 (Tis NO MO0) 10 13,7 % 9 4,7 % <0,05
1 (T1-2 NO MO) 21 28,8 % 32 16,7 % <0,05
I (T3-4 NO MO) 15 20,5 % 42 219%
lll (T1-4 N1-2 MO) 18 24,7 % 51 26,6 %
IV (T1-4 N1-2 M1) 1 1,4% 34 17,7 % <0,05
Chybéjici data 8 10,9 % 24 12,4 %
Metastazy
MX 8 11,0 % 31 16,1 %
Mo 55 75,3 % 104 54,2 % <0,05




M1 0 0.0% 35 18,2 % <0,05
Chybéjici data 10 13,4 % 22 11,5%
Regionalni postiZeni uzlin

NX 3 4,1% 13 6,8 %

NO 41 56,2 % 71 37,0%

N1 18 24,7 % 48 25,0% <0,05
N2 3 4,1 % 39 20,3 %

Grading

GX (nelze hodnotit) 6 8,2% 29 15,1 %

G1 (dobfe dif.) 11 15,1 % 24 12,5%

G2 (stfedné dif.) 42 57,5% 96 50,0 %

G3 (Spatné dif.) 6 8,2 % 16 8,3%

G4 (dediferencovany) 3 4,1% 2 1,0%

Chybéjici data 5 6,8 % 25 13,2 %

4.3. Diskuse

Multicentrickd observa¢ni prospektivni studie, kterou jsme provedli ve 12 centrech CR,
ukdzala, Ze KRK diagnostikovany screeningem se liSi zklinicko-patologického hlediska od
symptomatického KRK. Studie ukazala, Ze KRK diagnostikovany screeningem ma celkové pfiznivé;jsi
klinicko-patologické vlastnosti, a to pfedevsim v asnych stadiich onemocnéni, tedy ve stadiu 0, | a Il.
Vysledky se shoduji se studiemi publikovanymi v neddvné dobé, které se také zabyvaly problematikou
screeningu KRK. Napfiklad v multicentrické studii Brennera a spol. byla porovndvana progndéza stejné
rozdélenych dvou skupin pacientl jako v nasi praci, a to pacientll, kde byl KRK diagnostikovan
screeningem s pacienty, kde byl KRK diagnostikovdan pro symptomy. Do studie bylo zarazeno
a vyhodnoceno celkem 2450 pacientl s KRK. Prvni skupina pacientd s KRK diagnostikovany pomoci
screeningu vykazovala 68 % nemocnych ve stadiich | a ll, zatimco druha skupina pacientd se symptomy
méla diagnostikovand stadia | a Il pouze v poloviné pfipad(, tedy v50 % (Brenner et al. 2016).
Zorzi a spol. také srovnavali charakteristiku KRK diagnostikovaného pomoci screeningu vs. pro
symptomy. Bylo vyhodnoceno celkem 23 668 pacient(i ve véku 50 az 69 let, 2806 bylo diagnostikovano
screeningem. Pacienti s KRK diagnostikovani pomoci screeningu méli opét celkové priznivéjsi klinicko-
patologickou charakteristiku KRK. Stadium | bylo zastizeno ve 42,8 % pacientd diagnostikovanych
pomoci screeningu ve srovnani s 16,2 % pacienty diagnostikovanych pro symptomy. Pro stadium IV byl
procentualni rozdil skupin 6,2 % vs. 19,8 % (Zorzi et al. 2015). Amri a spol. dospéli k obdobnym
vysledklim, kde bylo retrospektivné vyhodnoceno celkem 1071 pacientd a 217 znich bylo
diagnostikovano screeningem. Pacienti s KRK diagnostikovani pro symptomy méli celkové vyssi
zastoupeni pokrocilejsich stadii KRK oproti pacientlim diagnostikovanych screeningem (= T3 74,5 % vs.
37,8 %, RR = 1,96, p <0,001). Rovnéz mira rekurence KRK byla vyssi ve kontrolni skupiné oproti
pacientim ve skupiné screening (13,1 % vs. 6,0 %, p = 0,004) (Amri et al. 2013).

Vyskyt metastatického postizeni a vyuziti systémové paliativni terapie byl v nasi studii
vyznamneé vyssi u kontrolni skupiny oproti screeningové skupiné. Nase vysledky jsou v uzké korelaci se
studii od Kubische a spol. V jejich retrospektivni analyze 524 953 koloskopii bylo diagnostikovano
celkem 6065 pacientl s KRK, kdy 1750 z nich bylo diagnostikovano screeningem. M1 metastazy byly
Castéji identifikovdny v symptomatické skupiné nez ve skupiné screening (18,37 % vs. 10,48 %) (Kubisch
et al. 2016). V naSem souboru pacientd nebyl nizsi grading tumoru spjat s nizsim celkovym stadiem
onemocnéni. To mohlo byt zplsobeno malym pocétem zarazenych pacientl. Vysledky jsou v kontrastu
se studii od Zorziho a spol., kde bylo zatazeno 23 668 pacientll a kde byl nizsi grading (OR pro Spatné
diferencovany KRK byl 0,86, 95 % CI: 0,75-1,00) spojen s nizS§im stadiem onemocnéni (Zorzi et al. 2015).

Rozdilna lokalizace KRK v tracniku md nékolik moZnych pficin, a to od odlisné patogeneze KRK,
embryondlniho plvodu jednotlivych ¢asti tlustého stfeva, odliSného cévniho zasobeni jednotlivych
Casti ¢i odlisSného slozeni mikrobiomu v rozdilnych ¢astech stfeva (Al-Sohaily et al. 2012; Brackmann et
al. 2009; Lee et al. 2015; Phipps et al. 2013; Xi et al. 2019). Vétsina KRK v nasi studii byla lokalizovana
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v levém tracniku. Obdobné vysledky mGzeme také pozorovat v retrospektivni studii od Vasila a spol.
Zarazeno bylo celkem 302 pacientl s KRK, kde 41,8 % KRK bylo lokalizovano v levém tra¢niku a 34,3 %
bylo lokalizovdno v rektu (Vasile et al. 2012). Dalsi studie od Wraye a spol., kde bylo analyzovano
celkem 82 926 pacientl KRK, dosla k obdobnym vysledkiim, kde 42 % pfipadl KRK bylo situovano
vlevém tracniku a 48 % v pravém tracniku (cékum, vzestupni tracnik, hepatalni ohbi). Recentné
publikovana multicentricka studie od Lu a spol. se zaméfila na vyskyt KRK u pacientd mladsich 50 let.
Bylo zhodnoceno vice jak 1,3 milion( pacientl s KRK ve véku nad 50 let a 117 686 pacientl s KRK pod
50 let. Celkem 74,4 % KRK u pacientl pod 50 let a 56,1 % KRK u pacientl nad 50 let bylo lokalizovano
v levém traéniku (P. Lu et al. 2019). Zbylych 10 % bylo lokalizovano v pficném tracniku (Wray et al.
2009).

Endoskopicka lécba KRK je povazovana za kurativni v pfipadé, Ze se jednd o casny tumor (dobre
diferencovany, bez pfitomnosti hluboké invaze — sm3, bez lymfovaskuldrni infiltrace), ktery byl
radikalné odstranén. Takovy tumor ma nizké riziko metastatického postizeni a endoskopicka Iécba
s adekvatnim naslednym sledovanim je mozna. V nasem souboru takovych pacientd s neinvazivnim
tumorem bylo vyznamné vice ve skupiné screening nez ve kontrolni skupiné. Obdobné vysledky
ukdzala studie Mounzera a spol.,, kde bylo analyzovdano 10403 pacientll s malignim polypem.
Endoskopickou lé¢bu podstoupilo celkem 2688 pacient(l (26 %) a 7715 (74 %) podstoupilo chirurgické
feSeni. Pacienti |é¢eni endoskopicky byli nejcastéji ti, ktefi méli stadium 0, kde endoskopicka |écba ma
dlouhodobé pftiznivé vysledky (T. Chen et al. 2018; Mounzer et al. 2015).

V nasi studii byl medidan doby od stanoveni diagndzy po chirurgické feSeni 30 dni
u screeningové skupiny a 21 dni u kontrolni skupiny. Rozdil medianu by mohl mit pficinu v ¢asné&jsi
predoperacni pfipravé symptomatickych pacientll oproti tém, ktefi byli diagnostikovani screeningem.
Témér 11 % pacientl ve kontrolni skupiné bylo akutné hospitalizovano pro ileus, krvaceni nebo
perforaci. Retrospektivni studie od Gillise a spol. ukazala, Ze delsi doba ¢ekani na chirurgické feseni
KRK mUze byt zplsobena nutnosti podrobného vysetreni pacientl zahrnujici pocitacovou tomografii,
magnetickou rezonanci, echokardiografii ¢i specializovana konzilia, a to obzvlast u pacient(
s komorbiditami (Gillis et al. 2014).

Nase prospektivni multicentricka studie potvrdila efektivitu screeningového programu, ktery
jasné ukazuje celkové lepsi klinicko-patologicky profil KRK oproti pacientim diagnostikovanym pro
symptomy. NasSe studie podporuje fakt, Ze screeningovy program by mél byt implementovan
celosvétové.

5. MicroRNA expresni profil u rektalni formy KRK se lisi od expresniho profilu nadoru tlustého streva
a nenadorové tkané.

5.1. Metodika

Provedli jsme analyzu doposud znamych microRNA (2555) u rektalni formy KRK za uZiti 3D-Gene
Toray microrray. Kandidatni microRNA jsme nasledné validovali na nezdvislé kohorté pacientl — tlusté
stfevo a koneénik (tkan, plazma, exosom). MicroRNA s nejvice zménénym expresnim profilem jsme
nasledné studovali v bunécnych kulturach odvozenych od primarnich KRK (Obr. 2.).
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Obr. 2. Prehled projektu, pfevzato z (Kral et al. 2018)

Pacientiim s diagnostikovanym KRK (rektalni forma, kolonicka forma) byla odebrana tkan
z tumoru, nenadorova tkan stfeva z okoli tumoru a krev. Odebrali jsme krev do EDTA zkumavky,
a nasledné jsme provedli centrifugaci. Zaznamenali jsme Udaje pacientl tykajicich se lokalizace KRK,
TNM klasifikace, onkologické |é¢by (neoadjuvantni/adjuvantni/paliativni chemoradioterapie), lokalni
¢i vzdalena rekurence a Sleté preZiti.

Hluboko zmraZené vzorky tkani pacientl byly nejdfive homogenizovany. Po homogenizaci
tkani byla provedena izolace celkové RNA, véetné microRNA. Ndsledné byla zméfena kvalita
a koncentrace izolované microRNA. Exosomalni microRNA byla ddle izolovdana pomoci ExoQuick™.
Poslednim krokem byla kontrola kvality mirRNA. Dale probéhla hybridizace a promyti dle manudlu od
Toray. Intenzita signdlu jednotlivych microRNA byla analyzovdna pomoci 3D-Gene Scanner 3000.

U vsech RNA vzork( byla provedena reverzni transkripce (RT) za uziti TagMan MicroRNA
Reverse Transcription Kitu a PCR cykleru. Rovnéz byla u vSech vzorkd provedena preamplifikace. Vzorky
byly nasledné validovany pro multiplex RT, preamplifikaci a kvantitativhi PCR (qPCR). gPCR byla
provedena na BioMark™ HD systému vyuZivajici pro genovou expresi 48.48 nebo 96.96 Dynamic
Array™ IFC. Jako bunécné kultury byly vyuZzity lidské bunky rektdlniho karcinomu (SW1463 Sigma-
Aldrich). Buriky byly kultivovany v mediu RPMI-1640. Kultivace probihala za teploty 20 °C a plyn(i 20 %
02 a 5 % CO,. Buniky byly dale preneseny na desticku se Sesti komlrkami. Efektivita transfekce byla
hodnocena pomoci miry exprese microRNA v porovnani s negativnimi kontrolami uzitim qPCR.

Statisticka analyza byla provedena uzitim GenEx qPCR data analysis software verze 6, SAS 9.3
software a programu R verze 3.4.0. Analyzy byly provedeny separdtné pro jednotlivé typy vzorkd
(rektum ¢i kolon). Hladina vyznamnosti byla nastavena na a=0,05. P hodnoty byly korigovany dle
Bonferroniho.

5.2. Vysledky

V prvnim kroku jsme provedli screening celkem 2 555 microRNA na 20 péarech vzorkd (20 rektélnich
nadorl a 20 zdravych tkani) —tzv. ,,Discovery set”. Vzorky v Discovery setu nebyly vystaveny neoadjuvantni
terapii, tudiZ je jednalo o naivni pacienty. V téchto vzorcich bylo identifikovano 71 deregulovanych
microRNA. Identifikované microRNA byly deregulované v nadorové tkani bez ohledu na TNM
charakteristiku. Celkové bylo 57 microRNA se snizenou expresi a 14 s expresi zvySenou. Nasledné jsme
provedli validaci deregulovanych microRNA identifikovanych v Discovery setu na vétsim souboru pacientl
s rektdInim karcinomem.

Prvnim krokem pred verifikaci deregulovanych microRNA bylo testovani 71 TagMan MicroRNA
assayi pomoci BioMark HD Systemu. Z 71 prob proslo vsemi selekénimi kritérii pro kvantitativni PCR dle
doporuceni 22 préb. Téchto 22 microRNA bylo nasledné testovano v tzv. Rectal Validation kohorté, kde bylo
celkem 100 part tkani (tumor a nenddorova tkan). V této analyze byli zahrnuti pacienti, ktefi byli naivni
z hlediska neoadjuvantni terapie, tak pacienti, kteti neoadjuvantni terapii podstoupili. Vysledky ukazaly, ze
v nadorové tkani bylo celkové deregulovano 13 microRNA, kdy 10 z nich vykazovalo vyssi a 3 nizsi exprese.
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Tyto rozdily byly nalezeny pouze u kohorty pacientd, ktefi byli naivni z hlediska neoadjuvantni terapie.
Ti, co podstoupili neoadjuvantni terapii, neméli tyto zmény v expresnim profilu pritomny. Nase vysledky
ukazuji rozdilny expresni profil microRNA u rektdiniho karcinomu v porovndni s nenddorovou tkani
a potlaceni téchto rozdill v pribéhu neoadjuvantni terapie.

V nasem projektu jsme si rovnéz chtéli zodpovédét otdzku, zda deregulované microRNA
identifikované u rektalniho karcinomu jsou pro tento nador charakteristické. Z tohoto dlivodu jsme
otestovali ndmi zjisténych 22 microRNA, které prosly vSemi validacemi pomoci gPCR, a otestovali jsme
je na tzv. Colon Validation kohorté (Citajici celkem 102 par( tkani (tumor a zdrava tkan). Vétsina
z identifikovanych microRNA byla shodna jak pro rektalni karcinom, tak pro kolonickou formu KRK.
Pouze microRNA 744 méla vyssi expresi jen u rektdlniho karcinomu, nikoliv vSak u kolonické formy KRK.
Na druhou stranu nékteré microRNA byly deregulovany pouze v kolonické formé KRK (miR-133a,
-133b, -1, -143, -28 — snizena exprese), (miR-103 — zvysena exprese) a nikoliv u rektalniho karcinomu.
Z dosavadnich vysledku je zifejmé, Ze profil microRNA u rektalniho karcinomu a kolonické formy KRK je
podobny s vyjimkou nékolika microRNA specifickych bud' pro rektalni nebo kolonicky karcinom.

Identifikované microRNA u rektalniho karcinomu byly dale korelovany s klinicko-patologickou
charakteristikou pacient. Jednalo se predevsim o pokrocilost nddorového onemocnéni (TNM
klasifikace), odpovéd' pacienta na adjuvantni terapii a 5leté prezivani pacientl od stanovani diagndzy.
V této analyze bylo vyhodnoceno celkem 69 pacientl,, ktefi absolvovali neoadjuvantni terapii.
Identifikovali jsme microRNA, kterd je spojena s progresi nddorového procesu, to znamena s TNM
klasifikaci v dobé diagndzy. Hladina miR-21 byla signifikantné vyssi u nadort ve stadiu IV (n = 15) nez
ve stadiu I-lll (n = 50) (Obr. 3A). Nékolik microRNA se ukazalo byt odliSné exprimovano v rektalnim
karcinomu, ktery pozitivné reagoval na adjuvantni terapii (bez znamek recidivy tumoru po dokonceni
terapie, n = 50) oproti tém pacientlm, ktefi nereagovali na 1é¢bu a méli recidivu onemocnéni (lokalni
recidiva tumoru na konci lé¢by, n = 7) (Obr. 3B). Tyto microRNA se zdaji byt specifické pro rektalni
karcinom, z4dna z nich nebyla spojena s odpovédi na |écbu ¢i prezivanim u kolonické formy KRK.
Vétsina téchto microRNA je organizovana do clusteru mir-17/92 (Obr. 3C).
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Obr. 3. MicroRNA spojené s progresi nadoru a odpovédi na lIécbu. (A) Expresni hladina microRNA 21
je spojena s diseminaci rektalniho karcinomu, upregulace této microRNA byla detekovana u stadia
IV oproti stadiu I-1ll. (B) Panel microRNA spojené s recidivou rektalniho karcinomu po adjuvantni
terapii. Vétsina identifikovanych microRNA patfi do clusteru miR-17/92. (C) Clenové clusteru miR-
17/92 obsahuje dva paralogy — miR-106a/363 a miR-106b/25. MicroRNA identifikovany v nasem
projektu jsou tu¢né. Clenové clusteru rodiny miR-17 jsou oraniové zvyraznéni, rodina miR-18
tyrkysové, rodina miR-92 fialové (Kral et al. 2018).
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Z nasich dosavadnich vysledkd plyne, Ze microRNA v clusteru miR-17/92 byly nejenom
deregulované v nadorové tkani, ale rovnéz byly spjaty s odpovédi na adjuvantni chemoterapii. DalSim
krokem naseho projektu bylo zhodnoceni expresniho profilu clusteru miR-17/92 v plazmé a exosomu
v korelaci s odpovédi pacienta na lécbu. Vysetfili jsme celkem 100 pacientl s rektalnim karcinomem,
kterym byla odebrana plazma v dobé diagndzy (T0), dale v dobé po skonceni adjuvantni terapie (T1)
a rok od stanoveni diagndzy (T2). Pacienti v T2 byli pouze ti, ktefi neméli znamky recidivy zdkladniho
onemocnéni. Ve skupiné TO bylo vySetieno celkem 88 vzork(l plazmy a 52 vzork( exosomu, ve skupiné
T1 bylo celkem 38 vzork( plazmy a 35 vzorkl exosomu a nakonec ve skupiné T2 bylo analyzovano
27 vzorkl plazmy a 22 vzorkli exosomu. Pacienti srektalnim karcinomem byli porovnani
s 31 kontrolnimi osobami. Veskeré microRNA byly detekovany jak v plazmé, tak v exosomu. Expresni
hladiny microRNA z plazmy se nelisily mezi pacienty s KRK a zdravymi kontrolami. Rozdily nebyly patrny
napftic¢ skupinami TO, T1 a T2. Expresni hladiny microRNA se na rozdil od vzorkd plazmy lisily u exosomu.
V dobé diagndzy (TO) byly u téchto pacientl detekovany rozdilné expresni hladiny oproti zdravé
kontrole. Téchto rozdil( v expresnim profilu microRNA v exosomu naopak ubyvalo s ¢asem, respektive
u pacientd, kde jiz karcinom nebyl pfitomen (T2). Nase data ukazuji, Ze exosomalni profil microRNA u
rektalniho karcinomu vyrazné |épe odrazi prabéh onemocnéni.

MicroRNA 18 (18a a 18b) a 19 (19a a 19b) byly v nasem souboru spojeny s odpovédi na IéCbu.
Z tohoto dlvodu jsme zhodnotili vliv téchto microRNA na proliferaci a migraci bunék s rektalnim
karcinomem. V bunéénych kulturdch SW1463 byla zjisténa zvy$ena exprese jak microRNA 18a/18b, tak
19a/19b. Analyza rovnéz ukazala jejich schopnost vyvolat zvySeni proliferace a migrace bunécéné
kolonie. Tyto vysledky byly potvrzeny pomoci gPCR. Pozorovali jsme vyznamné zvySenou proliferacni
aktivitu bunék SW1463, které zvysené exprimovali microRNA-18b. Nase vysledky poukazuji na to, ze
microRNA-18b by mohla byt zvyhodnujicim faktorem pro rlst nadorovych bunék. Na druhou stranu
jsme pozorovali nizsi schopnost migrace bunék SW1463 pfti zvySené expresi microRNA-18a a -19a. Nase
analyza ukazala, Zze microRNA rodiny -18 a -19, které jsou rovnéz soucasti clusteru miR-17/92, ma
schopnost ovlivnit migraci a proliferaci bunék rektalniho karcinomu.

5.3. Diskuse

MicroRNA hraje Ustfedni roli vregulaci genové exprese a v patogeneze nadorového
onemocnéni a mlzZe vystupovat jako onkogen ¢i tumor-supresorovy gen (C. Z. Chen 2005). | pres
vSechny rozdily v 1é¢bé a progndze adenokarcinomu rekta a kolon jsou tyto dvé entity studovany jako
jedna jedina choroba. Tento fakt nds vedl k zhodnoceni molekularnich odlisnosti téchto dvou entit se
zamérenim na rozdily v expresnim profilu microRNA a vztahu téchto microRNA k odpovédi na Iécbu.

Provedli jsme Siroky screening celkem 2555 microRNA na 20 parech vzork(l (tumor
a nenadorova tkan), kde jsme identifikovali celkem 71 deregulovanych microRNA u rektalni formy KRK.
Vétsina téchto microRNA méla sniZzenou expresi oproti nenadorové tkani (57 versus 14). To nas vedlo
k zavéru, Ze béhem karcinogeneze rektalni formy KRK je expresni profil vétSiny microRNA snizeny.
Z dosavadnich studii se zda byt snizena exprese microRNA v patogenezi nddorového onemocnéni
Castéjsi neZ jeji zvySeni(J. Lu et al. 2005; Williams et al. 2017). SniZzené exprese microRNA v patogenezi
nadorového procesu lze vysvétlit poruchami v syntéze microRNA, mutacemi genli pro microRNA
¢i epigenetickymi zménami v promotorovych oblasti gend pro microRNA. Timto dochazi k poruse
regulace genové exprese vedouci k poruse diferenciace buriky a apoptézy, které nasledné vedou ke
vzniku nadorové bunky(C. Z. Chen 2005). V posledni dobé bylo publikovano nékolik studii, které se
zaméfily na expresni profil microRNA u rektalni formy KRK (Carames et al. 2015; Carames et al. 2016;
Drebber et al. 2011; Lopes-Ramos et al. 2014; Pelossof et al. 2016; Svoboda et al. 2008; Svoboda et al.
2012; Yu et al. 2016). Bohuzel vétsina téchto studii je limitovana malym poctem vySetfovanych
pacientl, ¢i nizkym poctem testovanych microRNA bez predchoziho screeningu kandidatnich
microRNA. Dalsi limitaci studii byla odliSnd metodologie uloZeni vzorkl. Tato fakta pravdépodobné
vedla k rozdilnym vysledklim napfi¢ studiemi, a tudiZ i k obtizné interpretaci vysledkd v kontextu
dosavadni literatury. Vyjimkou v téchto studiich byla studie publikovand Gaedckem a spol., ktera
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zhodnotila 57 rektalnich tumort a nenadorovych tkani (Gaedcke et al. 2012). Autofri provedli screening
celkem 2 090 microRNA, kde identifikovali 20 microRNA, které mély zvySenou expresi a 29 microRNA
se sniZzenou expresi. V porovnani s nasimi daty jsme presto nepozorovali vyznamné prekryti vysledka,
pouze nékteré microRNA se shodovaly s vysledky Gaedckeho a spol., véetné charakteru exprese.
Ve shodé byly nasledujici microRNA: a) miR-17, -18a, -21 mély exprese zvysené; b) miR-195, -378,
-143, -145, -1 pak snizené.

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

V nasem projektu bylo identifikovdano celkem 8 microRNA se zvySenou expresi, které jsou
soucasti clusteru miR-17/92. Presto, Ze v patogenezi karcinom (prso, plice, pankreas, prostata, kolon,
Zaludek) nachazime pfedevsim microRNA s expresi shizenou, tak cluster miR-17/92 je vidy se zvysenou
expresi (He et al. 2005; Volinia et al. 2006). Tento cluster je zodpovédny za cetné procesy v burice jako
je bunécna proliferace (TGF-B, SMAD), regulace bunécného cyklu (p21, E2F1) ¢i bunééna smrt (PTEN,
BCL2) (Mogilyansky and Rigoutsos 2013).

Lokalné pokrocild forma rektalni formy KRK je v prvni fazi |é¢ena neoadjuvantni terapii.
Z tohoto dlvodu byli ve screeningu zahrnuti pouze pacienti naivni k neoadjuvantni terapii. Na druhou
stranu validacni kohorta obsahovala jak pacienty lé¢ené neoadjuvantni terapii, tak pacienty, ktefi
nebyli |1éCeni. Dlvodem bylo pozorovani efektu lIécby na expresni profil microRNA. Svoboda a spol.
identifikovali dvé microRNA (miR-125b a miR-137), které mély zvySenou expresi u 6 rektalnich tumort
pred a po dvou tydnech neoadjuvantni |éCby. Autofi pfedpokladali, Zze hladiny microRNA se navrati do
normalu poté, co dojde k dostatecnému zaléceni nadorového procesu (Svoboda et al. 2008). SniZeni
rozdilu v expresi microRNA u nddoru léceného neoadjuvantni terapii a zdravé tkdné ma dvé mozné
priciny: i) zména exprese microRNA u tumoru reagujiciho na lé¢bu smérem k expresnimu profilu zdravé
tkdné; ii) pomér nadorovych a stromalnich bunék je posunut smérem ke stromatu, a nasledné ztraci
profil nddorové tkané. Vysetfeni takové tkané by pomoci laserové mikrodisekce mohlo tuto otazku
zodpovédét.

Porovnani expresniho profilu microRNA u kolon a rekta ukazuje fadu podobnosti. Pfesto jsme
zaznamenali drobné rozdily. Sest microRNA bylo specifickych pro kolon, z éeho? miR-744 ma zvy$enou
expresi pouze u rektalni formy KRK. Na druhé strané miR-17, -18a/b, -20a/b, -21 a -106a maji expresi
snizenu v obou lokalizacich (Motoyama et al. 2009; Slattery et al. 2016; Strubberg and Madison 2017).
NaSe data rovnéz ukazuji, Zze cluster miR-17/92 hraje duleZitou roli v patogenezi KRK bez ohledu na
lokalizaci.

V poslednich letech byla microRNA zkoumadna jako mozny biomarker ¢asného zachytu nadoru
a odpovédi na lécbu. Ztohoto divodu jsme vyhodnotili profil microRNA u rektalniho karcinomu
s klinickymi daty vcetné odpovédi pacientll na lé¢bu. Po vyhodnoceni klinickych dat s korelaci
s expresnim profilem jsme identifikovali miR-21, kterd byla vyrazné exprimovana u pacientd
s pokrocilym nadorem (TNM IV). Nase vysledky jsou v souladu s publikovanymi studiemi, které ukazuji,
Ze vyssi hladiny miR-21 jsou nachazeny u pacientl s vice pokrocilym KRK a celkové horsi prognézou
(Faltejskova et al. 2012; Kulda et al. 2010; Mima et al. 2016; Schetter et al. 2008). RovnézZ negativni
korelace mezi expresni miR-21 a mortalitou byla popsana jen pro rektdlni karcinom (Li et al. 2013;
Slattery et al. 2016). V nasi studii jsme rovnéz pozorovali, Ze cluster miR-17/92 byl spojeny s odpovédi
pacientd na adjuvantni terapii. Hladiny miR-17, -18a/b, -19a/b, -20a/b a -106a mély zasadné zvysenou
expresi v nddorech, které mély nasledné po lécbé rekurenci oproti nddorim, které byly v remisi.
Rovnéz kromé clusteru miR-17/92 i dalsi microRNA (miR-133a/b, -1, -143, -195) byly spjaty s odpovédi
na lé¢bu. Zadné z téchto microRNA nemély vztah k odpovédi na Ié¢bu u karcinomu tlustého stieva.

V projektu jsme provedli také analyzu clusteru miR-17/92 v periferni krvi. Byla analyzovéna
plazma a plazmatické exosomy pacientt s rektalni formou KRK. Vzorky plazmy byly odebrany v dobé
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diagnozy karcinomu a nasledné 6 a 12 mésicl od stanoveni diagndzy. Posledni vzorky byly odebirany
u pacientd v remisi. Z vysledkll miZeme konstatovat, Ze spiSe neZ plazma jako takova, plazmatické
exosomy lépe odrazi pribéh onemocnéni. Exosomy jsou drobné lipidové castice tvorené burnkami,
které hraji dlileZitou roli v mezibunécéné komunikaci. Jsou aktivné vylu¢ovany nadorovymi burikami do
svého okoli s cilem ovlivnit pfilehlé buriky. Exosomy poskytuji microRNA lepsi ochranu pred degradaci,
a tudiz je jejich koncentrace vyssi nez v béziné plazmé. Exosomy z tohoto dlvodu slouzi jako zdroj
moznych biomarker( (Matsumura et al. 2015; Ogata-Kawata et al. 2014). Zdafilo se ndm prokazat, Ze
jak hladina clusteru miR-17/92 v exosomech, tak i v tumoru, vykazuje spojitost s rekurenci rektalniho
nadoru. K objasnéni naseho pozorovani jsme simulovali zvy$eni exprese miR-18a/b a miR-19a/b na
bunécné kultufe SW1463 a pozorovali jsme bunécnou proliferaci a migraci. Post-transfekéni exprese
miR-18b byla vyrazné vyssi oproti ostatnim tfem microRNA, a proto tento fakt mohl ovlivnit nase
pozorovani. Nicméné zvyseni exprese miR-18b bylo spjato s ristem bunék rektalniho karcinomu, coz
muze byt divodem, pro¢ cluster miR-17/92 byva béiné nadmérné exprimovan v KRK. Tento fakt
rovnéz podporuje nové publikovana prace o miR-19a, ktera podporuje proliferaci a migraci nddorovych
bunék kolon (Liu et al. 2017). V nasi studii miR-18a a -19a maji inhibi¢ni efekt na migraci nddorovych
bunék rekta. Tento nalez je ale v rozporu se vzorky lidské tkané, kde vysoké hladiny exprese byly
spojeny s relapsem nadoru, a to spiSe poukazuje na pozitivni efekt z hlediska migrace nadorovych
bunék. Pravdépodobnym divodem, pro¢ cluster miR-17/92 bude mit pozitivni vliv na migraci, je
inhibice transkripéniho faktoru E2F1-3. Rovnéz E2F1-3 blokuje zpétné expresi clusteru miR-17/92.
Tento zpétnovazebny efekt mezi clusterem miR-17/92 a E2F zajistuje mechanismus regulace
bunééného cyklu. V pfipadé nadmérné exprese clusteru miR-17/92 je tento zpétnovazebny
mechanismus narusen a dochazi k bunécné proliferaci (Woods et al. 2007).

6. Exprese lokust kvantitativniho znaku u genti ABC transportért a jejich vliv na preZivani pacientt
s KRK lIécenych 5-FU

6.1. Metodika

Do naseho projektu jsme zaradili 1098 pacientl s KRK a 1442 kontrol. VSichni pacienti zarazeni
do studie podepsali informovany souhlas, studie byla schvalena etickou komisi. U vSech pacientl jsme
zaznamenali klinicka data jako jsou diagndza, lokalizace nadoru, TNM klasifikace, diferenciace nadoru,
zahdjeni adjuvantni chemoterapie, pfitomnost vzdalenych metastaz, recidiva onemocnéni a umrti.
Celkem 411 pacientll s KRK obdrzelo adjuvantni terapii na bazi 5-FU. U pacient( bylo kombinovano
nékolik moznych reZzimG adjuvantni chemoterapie: 1) Mayo — 5-FU (425 mg/m?) a leukovorin (10
mg/m?) po dobu 5 dnu kazdé 4 tydny, celkem 6 cykld; 1) DeGramont — leukovorin (200 mg/m?) na
2 hodiny, nasledné bolus 5-FU (400 mg/m?) a poté kontinualni infuze 5-FU (2400-3000 mg/m?) po dobu
46 hodin. Pacienti s metastatickym KRK podstoupili nasledujici rezim: 1ll) FOLFOX4 — oxaliplatina (85
mg/m?) a leukovorin (200 mg/m?) po dobu 2 hodin simultdnné, nasledné bolus 5-FU (400 mg/m?)
a poté opét 5-FU (600 mg/m?) prvni den, druhy den nésledné leukovorin (200 mg/m?2) a poté bolus 5-
FU (400 mg/m?) a nasledné opét 5-FU (600 mg/m?). Tento reZim byl opakovén kaZdé dva tydny. Celkem
440 pacientim nebyla podana adjuvantni chemoterapie po chirurgické resekci nadoru.

Existuje 7 rodin genl pro ABC transportéry, které kddujici 48 odlisnych protein(. Pro kazdy ABC
gen jsme vyhledali informace o kédujicich a nekddujicich SNPs za vyuziti SCAN databaze. Vybrané eQTL
SNP byly dale selektovany dle MAF >5 % (minor allele frequency) v evropské populaci. Vybrané SNP
jsme rovnéz analyzovali jako mozné tzv. master regulators of expression (geny, které reguluji expresi
dalsi fady gen). V tomto pripadé master regulator of expression byl definovan jako gen, ktery reguluje
minimalné dalsich 40 gend (Pardini et al. 2012).

DNA jsme izolovali z lymfocytl z periferni krve. Genotypizaci vybranych 14 ABC SNP jsme
provedli pomoci KASP?'. Z dlivodu kontroly kvality jsme stejny pocet vzorkl od pacientt s KRK a kontrol
rozloZili ndhodné na kaZzdou desku. Duplicitni vzorky jsme analyzovali pro kazdy SNP. Genotype call
rate (proporce genotypl bez chybéjicich dat) mezi SNP se pohyboval mezi 94 a 99 %.
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Ke statistické analyze jsou poufZili x-kvadrat test, ktery jsme nastavili na hladinu vyznamnosti
a = 0,05. Genotypy u kontrolni skupiny byly v Hardy-Weinbergové rovnovaze. Ke stanoveni asociace
mezi genotypy a rizikem KRK byla pouzita metoda multivariantni regresni analyzy. Asociaci mezi SNP
a rizikem vzniku KRK byla stanovena pomoci odhadnuti miry relativniho rizika (Odds ratio, OR) s 95 %
intervalem spolehlivosti. P hodnoty byly povazovany za statisticky vyznamné pti hodnoté p < 0,05.
Bonferroniho korekce méla hranici vyznamnosti nastavenou na 0,004 pro 12 studovanych SNP.

Celkové prezivani pacientli (OS) s KRK jsme hodnotili pomoci data umrti, pro ty, ktefi byli
nazivu pak ukonéenim studie (31. 12. 2016). PreZivani bez progrese onemocnéni (PFS) jsme definovali
jako dobu od operace nebo ukonceni terapie do objeveni se vzdalenych metastdz, rekurence
zakladniho onemocnéni nebo smrti. Relativni riziko rekurence ¢i smrti jsme odhadli pomoci poméru
rizik (hazard ratio, HR) pouZitim Coxovy regresni analyzy. Kfivku preZiti jsme vytvofili pomoci Kaplan-
Meierovy metody. Multivariantni analyza preZziti byla upravena s ohledem na vék, pohlavi, TNM
klasifikaci a chemoterapii. Statistickou analyza byla zpracovdana pomoci R softwaru
(www.r-project.org).

6.2. Vysledky

Z celkového poctu 23 951 SNP, které jsme identifikovali ve 48 genech ABC transportér(, jsme
vybrali ve SCAN databdzi 1542 SNP z divodu jejich pravdépodobné funkce regulator(i genové exprese
dalSich gend. Z téchto 1542 SNP jsme vybrali SNP dle dalsich kritérii (MAF >5 % v evropské populaci,
analyza vazebné nerovnovahy). Nasledné jsme vytvofili seznam 26 eQTL v 15 genech pro ABC
transportéry. V dalsim kroku jsme opét pomoci SCAN databdze vybrali SNP, které maji roli tzv. master
regulators. Po aplikaci vSech kritérii bylo vybrano 6 ABC SNPs jako tvz. master regulators. Vybér jsme
nasledné rozsitili o SNP fungujici jako eQTL regulujici vice jak 25 gen(, ale méné jak 40. Nakonec jsme
vybrali 6 SNP jako master regulators a 8 SNP regulujici vice jako 25 genl, ale méné jak 40. Assaye pro
SNP rs3758953 v ABCC8 a rs12113924 v ABCF2 genech neprosly validaci a vykazovaly pouze
nespecifickou amplifikaci. Z tohoto dvodu byly vylouéeny z analyzy (Obr. 3.).
V SCAN databdzi byly pro SNP rs6958591, rs2188966, rs2608288, rs4148105, rs4147825 a rs480562
pritomné alely, které signifikantné ovliviiovaly expresi 124, 72, 57, 49, 44 a 41 gen(. Tyto SNP byly
oznaceny v eQTL jako tzv. master regulators. Dle dat z GTEx portdlu, SNPs rs2254884, rs4147825,
rs9895649, rs11185610, rs218966, rs6958591, rs2608288, rs4148105 a rs11685669 nebyly
signifikantné asociovany s eQTL v Zadné tkdni. SNPs rs4147864 v ABCB4 mél signifikantni dopad na
eQTL v oblasti termindlniho ilea. Vyznamny efekt cis-eQTL jsme pozorovali u SNPs rs3819720
v genu ABCB3/TAP2 a genu HLA-DQBI1 ve stitné zlaze, svalové tkani, kdzi, arterii, jicnu, srdci, tukové
tkani, prsu a tenkém strevé. Signifikantni efekt eQTL SNP rs3819720 s HLA-DQB2 genem jsme
pozorovali v tlustém stfevé, pankreatu, plicich a arteriich. Obdobny vysledek jsme pozorovali také
u rs3819720 s HLA-DMA, HLA-DOB, PSMB9, SKIV2L, HLA-DQA1, HLA-DQAZ2 a C4A geny. SNP rs480562
v ABCB11 funguje jako eQTL pro gen G6PC2 v plicich, kiZi, nervové tkani, tuku a Zaludku. Tento SNP
ma rovnéz efekt na gen NOSTRIN ve varlatech.
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Obr. 3. Prehled projektu, prevzato z (Vymetalkova et al. 2020)

Tyto tzv. in silico analyzy ndm ukazaly, Ze nejvice exprimované geny ve stfevni tkani byly MHC
(HLA-DQB1, HLA-BQB, atd.). Je dobfe znamo, Ze prezentace antigend pomoci MHC glykoproteind je
stéZejni pro imunitni odpovédi organizmu na nadorové onemocnéni (Reeves and James 2017).

Do studie pripadud a kontrol jsme zaradili celkem 1098 pacient( s KRK, 708 mélo diagnostikovan
KRK tra¢niku a 369 KRK rekta. U 21 pacientll nebyla lokalizace KRK znadma, a proto jsme je zaradili pouze
do studie prezivani. Pacienti s KRK v porovndni s kontrolami byli starsi, méli vyssi BMI, ¢astéji pozitivni
rodinnou anamnézu na KRK a nizsi dosazené vzdélani. V kontrolni skupiné bylo vice muzd a aktivnich
kuraka.

Distribuce genotypl v kontrolni skupiné byla v Hardy-Weinbergovou rovnovaze pro vsechny
SNPs. Nosi¢stvi genotypu GA v rs3819720 genu ABCB3/TAP2 bylo asociovano s vyssim rizikem vzniku
KRK oproti nosi¢stvi GG genotypu (GA vs. GG; OR = 1,30; 95 % Cl = 1,03—-1,65; P = 0,03). Obdobné
vysledky jsme pozorovali vdominantnim modelu. Po Bonferroniho korekci nebyly vsak tyto asociace
statisticky vyznamné.

Do studie preZivani bylo zafazeno celkem 1098 pacientll s KRK. V univariantni analyze bylo
nékolik faktor(, které byly spojeny s krat$im prezivanim pacientl. Mezi né patfi muzské pohlavi, vyssi
vék, koufeni a stadium tumoru. Celkem 5 SNP bylo asociovano bud's celkovym preZivanim nebo s PFS.
Nicméné pokud jsme pracovali s hladinou vyznamnosti P = 0,004, tak vétSina téchto asociaci nebyla
statisticky vyznamna.

V pfipadé vsech pacientd s KRK byl SNP rs3819720 v ABCB3/TAP2 statisticky vyznamné
asociovan s celkovym prezivanim v kodominantnim a dominantnim modelu, i pfi Bonferroniho korekci.
PFi rozdéleni dle lokalizace tumoru zlstaly vysledky statisticky vyznamné pro vSechny oblasti tlustého
stfeva.

Ke zhodnoceni vztahu mezi analyzovanymi SNP a odpovédi na Ié¢bu jsme pacienty rozdélili do
tii skupin dle aplikované terapie: 1) pacienti s KRK bez terapie, Il) pacienti s KRK |é¢eni 5-FU, lll) pacienti
s KRK léceni 5-FU v kombinaci s oxaliplatinou. Z univariantni analyzy jsme zjistili, Ze nékteré genotypy
byly signifikantné asociovany s OS a PFS dle reZimu aplikované lécby. U pacient(, ktefi nebyli [é¢eni
chemoterapii, nebyly SNP statisticky signifikantné spojeny s délkou prfeZivani. Ze souboru pacientt

16



|é¢enych pomoci 5-FU bez oxaliplatiny, vykazovali heterozygoti GA rs3819720 v genu ABCB3/TAP2
horsi celkové prezivani. Po Bonferroniho korekci nebyly asociace statisticky vyznamné.

6.3. Diskuse

Varianty genl kddujicich membranové ABC transportéry mohou sehravat vyznamnou ulohu
pfi stratifikaci pacient( a stanoveni rizika abnormalni farmakokinetiky a farmakodynamiky

chemoterapeutik (Hlavata et al. 2012). V klinické praxi jsou v l1écbé KRK nejdileZitéjsi dva
faktory: odpovéd pacienta na Ié¢bu a Iéky indukovand toxicita. Diky genetickému testovani se otevira
moznost individualizace terapie, odhadovani odpovédi na |écbu a predikce léky indukované toxicity
(Bhushan et al. 2009). Jednou z moZnosti zvySeni efektu terapie a redukce toxicity je vyhledani
podskupiny pacientl s KRK, pro které bude terapie 5-FU nejvhodnéjsi.

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

Exprese tumor-specifického antigenu hraje dlleZitou roli v protinddorové imunitni odpovédi
zvy$enou produkci specifickych T-lymfocytl. Soucasné studie ukazuji, Ze nadory s celou fadou novych
antigend jsou vice imunogenni, a tak ndm davaji vétsi prostor k efektivnéjsi imunoterapii. MSI
instabilita u KRK generuje 10-50x vice neoantigenl nez MSI stabilni KRK (Llosa et al. 2015). Vyssi
exprese antigenll u pacientl s MSI ukazuje signifikantni nardst infiltrace T-lymfocyty a tim lepsi
progndzu pacienta (Boissiere-Michot et al. 2014).

Studie ukazuji, Ze nékteré nadory maji snizenou expresi receptorti pro MHC I. tfidy, ¢imz
dochazi ke sniZeni prezentace nadorovych antigend na povrchu buriky (Rieth and Subramanian 2018).
Snizeni exprese MHC I. tfidy u pacient( s KRK je rovnéz asociovano s horsi prognézou (Watson et al.
2006). Pokles exprese receptorti MHC I. tfidy m(ze vést k urcité mife imunotolerance vici nadorovym
bunikdm. SniZeni poctu receptord vsak plné tento jev vysvétlit nedokaze. Proces lze do urcité miry
vysvétlit plsobenim dalSich onkolytickych mechanismd, jako je napfiklad plsobeni NK bunék (Rieth
and Subramanian 2018).

Jak jiz bylo feéeno, gen ABCB3/TAP2 hraje roli ve vzniku chemorezistence (Knox et al. 2018).
Rezistence na 5-FU mUiZze mit mnoho pficin, jako je porucha v influxu ¢i efluxu léciva, inaktivace lé¢iva
nebo mutace v cilovych strukturach |éciva. Kasajima a spol. ukazali, Ze proteiny TAP1 a TAP2 jsou
spojeny s koncentraci infiltrujicich T-lymfocytl, které jsou pozitivnim prognostickym markerem KRK
(Kasajima et al. 2010). Snizena exprese TAP2 byla spojena slepsi odpovédi na neoadjuvantni
chemoterapii u pacientek s karcinomem prsu (Litviakov et al. 2016).

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

Je tfeba brat v potaz, Ze vétsina asociaci, kterd nam ve studii vysla, byla statisticky signifikantni
pouze pfi nominalni hodnoté P nebo pfi Bonferroniho korekci pfi malém poctu testovanych hypotéz.
Tento fakt je limitaci nasi studie, nicméné tato studie byla explorativni a jejim cilem bylo zhodnotit
potencial eQTL specifickych gend. Nase vysledky musi byt validovany na vétsi kohorté pacienta.
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Zavérem mlzZeme fict, Ze patrani po eQTL polymorfismech u specifickych genl, které reguluji
expresi dalSich genl, mize byt podkladem pro zhodnoceni individualni odpovédi pacientll na Iécbu.

7. Zavér

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

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

3. SNP vgenech pro ABC transportéry ovliviiuji individudlni odpovéd na I|écbu
a prezivani pacient(l s KRK. Neprokazali jsme spojitost mezi témito SNP a rizikem vzniku KRK. Pro SNP
rs3819720 v ABCB3/TAP2 jsme prokazali asociaci s krats$im celkovym preZivanim u specifickych
genotypd.

8. Diskuse a budouci perspektivy

KRK nadale z(stava zavazné nadorové onemocnéni na které rocné zemre celosvétové témér
900 000 pacientt (Bray et al. 2018). | pfes screeningovy program, ktery byl zaveden v celé fadé zemi,
se nadale potykame s nizkou Ucasti obyvatel na tomto programu. Studie jasné ukazuji, gTOKS ved| ke
snizeni incidence i mortality KRK. Sigmoideoskopie ukazala, Ze si vede jesté Iépe neZli gTOKS, nicméné
pouze stran sniZeni incidence nikoliv mortality. Zda se, Ze koloskopie vede k vyraznéjSimu snizeni
incidence KRK v porovnani se sigmoideoskopii, ale vysledky nejsou zcela konkluzivni (Lauby-Secretan
et al. 2018). Doposud neexistuje screeningovy model, ktery by byl vSseobecné akceptovany napfic
odbornymi skupinami. Idedlni model je t. ¢. takovy, ktery je ekonomicky v dané zemi realizovatelny
a akceptovatelny pacienty. Budoucnost screeningového programu je pfedevsim v primarni prevenci
(redukce behavioralnich rizikovych faktor( a nasledné sekundarni prevence, vedouci ke stratifikaci rizik
(skdrovaci systémy) a tim tzv. usiti screeningu na miru pro kazdého pacienta, coz povede ke snizeni
nakladd. S tim v ruku v ruce pljde i vyvoj techniky, ktera zlepsi senzitivitu diagnostickych metod, jako
je napriklad uziti umélé inteligence v detekci neoplastickych Iézi tlustého stfeva (Maida et al. 2017).

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

Nové technologie v analyze lidského genomu, jako je napriklad sekvenace nové generace, se
stdle rozviji a umoZniuji nam nahlédnout do variant v genetické informaci a prfedevsim odkryt mozné
vztahy mezi jednotlivymi geny a tim jejich vyznam v patogenezi celé skaly onemocnéni. Tyto metody
budou hrat vyznamnou roli v tzv. funkéni genomice, kterd se v budoucnu stane nedilnou soucasti
diagnosticko-terapeutického procesu u pacienta. Diky funkéni genomice budeme moci individualizovat
nejenom terapii jako takovou, ale také predikovat odpovéd na danou lé¢bu a odhadovat progndzu ci
rekurenci onemocnéni.
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