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Souhrn

Chromozomalni nestabilita (CIN) je jednou z typickych cest, které vedou k maligni
transformaci a vzniku kolorektalniho karcinomu. Charakterizuje ji rozsahla nerovnovaha
V poc¢tu chromozomt (aneuploidie) a genetické aberace. Chromozomalni nestabilita je spojena
S nepfiznivou prognozou a lékovou rezistenci, ale také se predpoklada jeji asociace s chybami

V pribéhu mitdzy.

Jako nejcastéjsi geneticka zména u kolorektalniho karcinomu (CRC) byva popisovana
delece v chromozomu 18q a tato ztrata je markerem pro Spatnou prognoézu. Byl hledan
kandidétni gen, jehoz delece je zodpovédna za Spatnou progndzu a 1écbu tohoto onemocnéni.
Vhodnym kandidatem se jevil gen DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma), potencialni
tumor supresorovy gen, jeho vliv vSak nebyl nikdy piesvédCivé dokazan. Nedavno bylo
zjisténo, ze v této oblasti jsou lokalizovany dalsi tii CIN — supresorové geny, jejichZz umlceni
vede k replikaénimu stresu, abnormalitam ve struktufe chromozomu a chybné segregaci
chromozomu v prub¢hu mitoézy. Témito geny jsou ZNF516 (Zinc-finger Protein 516), PIGN
(Phosphatidylinositol Glycan Anchor Biosynthesis Class N) a MEX3C (Mex-3 RNA Binding
Family Member C). Delece v oblasti 18q je popisovana v rizném rozsahu, u jednotlivych
pacientl s deleci 18q tedy muze dochdzet ke ztraté jednoho ¢i vice téchto genti, véetné DCC.
Cilem prace bylo zjistit, jaky vliv ma rozsah delece 18q (resp. delece genti DCC, ZNF516,
PIGN a MEX3C) na priitbé¢h onemocnéni a zda by néktery z uvedenych gent mohl byt vyuzit

jako prognosticky faktor, ptipadné jako cil pro budouci biologickou 1écbu.



Summary

Chromosomal instability (CIN) is one of the typical pathways, which lead to
malignant transformation and formation of colorectal cancer. It is characterized by
widespread imbalance in chromosome number (aneuploidy) and genetic aberations.
Chromosomal instability is associated with poor prognosis and drug resistance and it is

thought to be associated with errors in mitosis.

18q deletion has been described as the most common genetic variation in colorectal
cancer (CRC) and this loss is a marker for poor prognosis. Candidate gene whose deletion is
responsible for poor prognosis and treatment of this disease was searched. As a potential
tumor suppressor gene was proposed DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma) gene, but its
influence has never been conclusively proven. Recently, it was found that there are three
CIN — suppressor genes located on chromosome 18q, whose silencing leads to the replication
stress, structural chromosome abnormalities and chromosome missegregation during mitosis.
These genes are ZNF516 (Zinc-finger Protein 516), PIGN (Phosphatidylinositol Glycan
Anchor Biosynthesis Class N) a MEX3C (Mex-3 RNA Binding Family Member C). Deletions
of 189 have been observed in different range, the individual patients with 18q deletions may
therefore have the loss of one or more of these genes, including DCC. The aim of the study
was to determine the effect of a range of 18q deletion (accordingly deletion of DCC, ZNF516,
PIGN and MEX3C genes) to disease progression and whether any of these genes could be

used as a prognostic marker or as a target for future biological treatment.
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1 Uvod

Kolorektalni karcinom (CRC) je povazovan za civilizatni onemocnéni, jehoz
incidence meziro¢n¢ stoupa. V roce 2012 bylo celosvétové diagnostikovano 1,36 milionu lidi
s timto karcinomem. Jedna se o tfeti nejCastéji diagnostikované rakovinné onemocnéni
ve svété a hned po rakoviné plic, také 0 nejcastéjsi pfi¢inu umrti na rakovinu v Evropé¢.
Stavajici situace je pfisuzovana sedavému stylu zivota a zplisobu soucasného stravovani

(Ouakrim a kol., 2015; Yiu a Yiu, 2016).

Tlusté stievo je jednim ze zékladnich ¢asti zazivaciho traktu a nachazi se mezi tenkym
sttevem a konec¢nikem. Charakteristicky vzhled sliznici udavaji cetné lymfatické uzliny.
Sliznice ma né€kolik trubkovitych invaginaci nazyvanych krypty, které se nachazeji podél
povrchu epitelu, kde zaroven dochazi k jeho regeneraci. Vzhledem Kk biologické funkci
tlustého stfeva, je zde vysoka Uroven bunééné regenerace a pusobi zde vlivy fyzikalni,
chemické a biologické povahy, coz zvySuje riziko vzniku patologickych stavii, vcetné
rakoviny. Karcinom se vyviji postupnym hromadénim genetickych a epigenetickych zmén
vedoucich k pfeméné normalni sliznice tlustého stfeva do invazivniho karcinomu. VétSina
CRC vznika jiz v ramci existujicich adenomi. Nadory tlustého stieva a konec¢niku lze délit

na formu dédi¢nou a sporadickou (Al-Sohaily a kol., 2012; Arvelo a kol., 2015).

Obecné je kolorektalni karcinom diagnostikovan spiSe v pozdnich fazich, coz je
jednou z hlavnich piekazek v dosazeni u€inngjsi 1é¢by, a to hlavné kvuli rychlému vzniku
metastaz a vysoké rychlosti pfenosu krevnim ob&hem (Arvelo a kol., 2015). V poslednich
letech se diky terapeutickym pokrokiim, pfedevsim zavedenim cilené 1écby, prodlouzilo
preziti pacientll 1 s pokro€ilym stadiem onemocnéni. Nastala fada zmén v moZnostech 1écby,
které zahrnuji zaclenéni novych lé€iv, stejné tak jako vhodné chirurgické resekce u vybranych

pacientl S metastatickym onemocnénim (Semrad a Kim, 2015).

Zejména v minulych tficeti letech doSlo k vyznamnému pokroku odhaleni molekularni
podstaty CRC a charakteristiky agresivity nadoru. Identifikace molekularnich drah vzniku
kolorektalniho karcinomu odkryla heterogenitu tohoto onemocnéni, které vede k riznym
fenotyptim. Kli¢ovym prvkem v rozvoji nadort je akvizice genomové nestability a v pfipadé
CRC existuji nejméné tti drahy této nestability. Jedna se o chromozomalni nestabilitu (CIN —

Chromosomal instability), ktera je zakladem vétSiny zhoubnych nador tlustého stieva
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a kone¢niku, mikrosatelitovou nestabilitu a fenotyp CpG hypermetylovanych ostravka (CIMP
— CpG island hypermethylator phenotype). Tato expanze novych genetickych
a epigenetickych dat pfispéla k objevu dalSich moznych cilenych 1é¢eb pro tyto pacienty.
Kromé¢ toho, vyuzivani riznych molekularnich technik umoznilo vytipovat kandidatni
biomarkery, které by mohly piedpovidat klinickou odezvu i toxické ucinky 1écby (Al-Sohaily
a kol., 2012; Pino a Chung, 2010; Ross a kol., 2010; Wilson a kol., 2007).

V ramci 1é¢by je, mimo chirurgie, vyuzivana piedevSim radioterapie, klasicka
chemoterapie (5-fluorouracil, kapecitabin) ¢i biologicka 1é¢ba anti-EGFR inhibitory
(cetuximab, panitumumab), po pfedchozim vySetfeni genit RAS, pfipadné bevacizumab jako

inhibitor VEGF (Vaskularni endotelialni riastovy faktor) (Vyzula a kol., 2016).
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2 Souéasny stav reSené problematiky

2.1 Incidence kolorektalniho karcinomu

Vyskyt kolorektalniho karcinomu se zvySuje jak v dusledku rastu a starnuti populace,
tak kvuli rizikovym faktorim zahrnujicim stfevni choroby, rodinnou anamnézu rakoviny
tlustého stfeva, pfijem cerveného masa, koufeni, nizkou fyzickou aktivitu, nizkou spotiebu

ovoce a zeleniny a zvyseny body mass index (BMI) (Brooke a kol., 2016; Torre a kol., 2015).

Nejvyssi vyskyt CRC je sledovan v Australii a Novém Zéland¢, Evropé a Severni
Americe, naopak nejnizs$i byl zjistén v Africe a jiho-centralni Asii. V roce 2012 ¢inil
celosvétovy odhad 1 360 602 novych piipadl, coz predstavuje 9,7% zastoupeni CRC v ramci
vyskytu vSech typu rakovin, svyjimkou nemelanomovych nadord kize. Z toho 447 136
ptipadd je pfisuzovano Evropé, pficemz ndlez je Castéj$i u muzi neZ u zen ve vetSingé zemi
svéta (viz obrazek ¢. 1) (Ferlay a kol., 2013; Torre a kol., 2015). Incidence se zvysuje
piedeviim v oblastech s historicky nizkym rizikem jako je Spanélsko a zemé vychodni Asie
avychodni Evropy. Jako typicky zastupce oblasti vychodni Evropy je uvedena Ceska
republika, ktera zaznamenala obrovsky nardst hlavné v letech 1983 —2003 (viz obrazek ¢. 2)
(Center a kol., 2009; Jemal a kol., 2011). Ceské republika ma jeden z nejvyssich vyskyti
kolorektalniho karcinomu ve svét€¢, momentdlné¢ je spolu s Norskem na Sestém misté
v piepoétu vyskyti na 100 000 obyvatel. Vyssi vyskyt je pozorovan predevsim u muzi. Cesti
muzi zaujimaji ¢tvrté misto svétového Zebiicku a tfeti misto v Evropé, zatimco Zeny jsou
celosvétové na Sestnactém misté a desatém v Evropé. Dalsi zem& Evropy, které vykazuji
nejvyssi incidenci v odhadech zroku 2012, jsou Slovensko, Madarsko, Dansko
a Nizozemsko. Kolorektalni karcinom je v Evropskych zemich stale spojen s vysokou mirou

umrtnosti (Ferlay a kol., 2013).
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Obrazek ¢. 1: Svétovy odhad vékové standardizovaného vyskytu kolorektalniho karcinomu u

muzi a zen na 100 000 obyvatel (Pievzato z Ferlay a kol., 2013).
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Obrazek &. 2: Incidence a mira mortality kolorektalniho karcinomu v Ceské republice

v letech 1977-2013 (Pfevzato z DuSek a kol., 2005 [cit. 2016-4-25]).
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2.2 Mortalita kolorektalniho karcinomu

Podle odhadi Svétové zdravotnické organizace WHO pro rok 2011, zplisobuje
rakovina vice umrti nez veskeré ischemické choroby srdecni nebo mozkové mrtvice. Jen
v roce 2012 byl odhad umrti na kolorektalni karcinom ve svété 694 000 piipadd, coz je 8,5%
zastoupeni celkového pocCtu umrti na rakovinu. VétSi pocet zemielych je pozorovéan
vV rozvojovych oblastech svéta, coz odrdzi horSi prognézu onemocnéni V téchto regionech.
V Evropé jsou po¢ty umrti na CRC odhadovany na 214 866 piipadu, tedy 12,2 % z celkového
poctu rakovinou zapfi¢inénych umrti. V roce 2012 byl pocet pacientli s kolorektalnim
karcinomem s prezitim >5 let odhadnut na 3 543 582 celosvétové a 1203 943 v Evropé
(Ferlay a kol., 2013). Konkrétng v Ceské republice dochazi kazdym rokem piiblizné k 3 716
umrti z dtivodi rakoviny tlustého stfeva a kone¢niku (idaje k roku 2013). V poslednich letech

vsak lze pozorovat stabilizaci incidence a mirny pokles mortality (viz obrazek ¢. 2) (Dusek
a kol., 2005).

2.3 Biologie kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom je lokalizovan v tlustém stfevé nebo konecniku, coz jsou Casti
gastrointestinalniho systému. CRC ma rizné vlastnosti v zavislosti na pfesném misté vzniku
V tlustém stfevé nebo rektu. Nadory v proximdlni ¢asti tlustého stfeva jsou castéjSi u Zen
a starSich pacientli, zatimco nadory v distalni c¢asti jsou bézné pro muze a mladsi pacienty

(American Cancer Society, 2014).

Vyvoj karcinomu je obvykle pomaly, trva i 10 az 20 let. Zpocatku se vétSinou jedna
0 nerakovinny vyristek, ktery se vyviji na vnitini vystelce tlustého stfeva nebo rekta,
takzvany polyp. Z polypu miize vznikat adenom, coz je benigni nador ze zlazovych bunék.
Adenomatdzni polypy se vSak mohou dal§im vyvojem zménit ve zhoubny nddor, pficemz tato
pravdépodobnost nardsta i v zavislosti na jejich velikosti. Asi v 96 % piipadl kolorektalnich
karcinomil se jednd o adenokarcinomy, ovSem hrozbu malignity lze ocekavat cca u5 %

adenomii (American Cancer Society, 2014; Bujanda a kol., 2010).
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2.4 Molekularni genetika hereditarni formy CRC

Dédi¢nost je povazovana za dulezity faktor ve vyskytu kolorektalniho karcinomu.
CRC je spojovan s rodinnou historii az ve 25 % ptipadt. Tyto dédi¢né syndromy maji riizné
spektrum rizik, véku, endoskopickych a histologickych nalezli, mimokolonickych projevi
a zpusobli dédicnosti (Gala a Chung, 2011). Popula¢ni studie ukazuji, ze pravdépodobnost
vzniku tohoto nadoru je dvakrat az tfikrat vyssi, pokud rodinni pfisluSnici s primarni
ptibuznosti trpi sporadickym typem CRC (Arvelo a kol., 2015). Riziko vzniku CRC je
hodnoceno v zavislosti na poctu piibuznych s diagnézou CRC a na poétu piibuznych

s diagnézou v ranném veéku (Sjostrom a kol., 2016).

Hrozba vzniku tumoru kolorekta nastava u osob s pozitivni rodinnou anamnézou asi
0 10 let dfive (Lin, 2012). Chang a kol. (2012) ve své studii hodnotili kohortu 75 pacientli
s diagnostikovanym nadorem tlustého stieva a konecniku, ve véku mlad$im nez 40 let.
Zjistili, ze 22 % téchto nadord bylo zplisobeno vrozenymi syndromy. U 17 % pacientl byly
prokazany abnormality v genech DNA mismatch repair systému, souvisejicich
s mikrosatelitovou nestabilitou a u 5 % pacientll se jednalo o zarodecné genetické poruchy
predisponujici k CRC. Rostouci vyskyt CRC vmladém veéku, coz je jeden
z charakteristickych znakiti dédi¢nych CRC syndromt, zdiraziiuje spolu s jeho agresivni
povahou dutlezitost v€asného screeningu u mladych jedinch s pfiznaky (Ballester a kol.,
2016). Vhodna klinicka 1é¢ba u jedincti s rodinnou anamnézou CRC je zavisla na zhodnoceni
souvisejiciho rizika, a proto je jeho ptfesny odhad u téchto osob zdsadni. Napftiklad jedincim,
u nichz riziko ptekracuje predem stanoveny prah, mohou byt nabizena screeningova vysetieni

jako kolonoskopie ¢i testovani na pfitomnost okultniho krvaceni (Butterworth a kol., 2006).

VétSina dédicnych CRC syndromi ma typické fenotypové projevy a identifikace
zarode¢nych mutaci potvrzuji diagnozu (Ballester a kol., 2016). Mezi nevyznamnéjsi dédi¢né
syndromy rakoviny tlustého stfeva a konecniku patfi familidrni adenomatdzni polypodza

a Lynchiv syndrom (Burt, 2008).
2.4.1 Familiarni adenomatézni polypéza

Familiarni adenomatézni polypoza je autozomalné dominantné dédi¢né onemocnéni,
zpusobené mutaci genu APC (Adenomatous Polyposis Coli) v oblasti chromozomu 5g21.

Toto onemocnéni je charakterizovano stovkami az tisici adenomatdznich kolorektalnich

14



polypil s naslednou progresi v karcinom, tyto polypy se zacinaji tvofit jiz okolo véku 16 let.
Jedna se o pomérn¢ vzacné onemocnéni, které postihuje asi jednoho jedince z poctu 10 000.
S timto onemocnénim souvisi fenotypové projevy jako polypy v horni ¢asti traviciho ustroji,
vrozena hypertrofie pigmentového epitelu sitnice, zubni abnormality a extrakolonické nadory.
Jestlize se v rodin€ vyskytuji mimostfevni 1éze, byl stav diive nazyvan Gardnertiv syndrom

(Burt, 2008; Galiatsatos a Foulkes, 2006; Jasperson a kol., 2010).
2.4.2 Lynchuv syndrom

Lynchv syndrom neboli hereditarni nepolypozni kolorektalni karcinom (HNPCC —
Hereditary non — polyposis colorectal cancer) je autozomalné dominantni onemocnéni, pii
kterém jedince postihuje rozvoj rakoviny tlustého stieva a kone¢niku nebo extrakolonickych
typt rakovin jiz vraném véku (Green a kol., 1998). HNPCC vyplyva z mutace jednoho
ze ¢tyf gend ucastnicich se DNA mismatch repair systému, tedy MLH1 (homolog MutL),
MSH2 (MutS homolog 2) a MSH6 (homolog MutSa) nebo PMS2 (homolog MutL). Ve vice
nez 90 % se mutace nachazi v genech MLH1 nebo MSH2. Lynchiv syndrom je spojovan
s mikrosatelitovou nestabilitou, typickou pro defektni DNA mismatch repair systém.
Mikrosatelitova nestabilita koreluje se zarode¢nymi mutacemi v mismatch repair genech
u rodin s HNPCC, ale muze se vyskytovat také jako vysledek epigenetické inaktivace exprese
genu MLHI1, ke které dochazi metylaci jeho promotoru. Dokonce vice nez 90 % HNPCC
vykazuje mikrosatelitovou nestabilitu. Diky tomu se jako prvni diagnosticky screeningovy
test pro HNPCC pouziva analyza mikrosatelitt (Miiller a kol., 2004; Murphy a kol., 2006).

Mikrosatelitova nestabilita byla pivodné urovana porovnavanim nukleotidovych
repetic nadorovych a normdlnich bun€k, nyni je detekovana specifickymi mikrosatelitovymi
markery. Pro testovani je pouzivan panel péti markert s vhodnou citlivosti a specifi¢nosti pro
spravnou analyzu, ktery obsahuje dva mononukleotidy BAT-25 a BAT-26 a tfi dinukleotidy
D2S123, D5S346 a D17S250. Nové je doporuceno pouziti mononukleotidovych repetic BAT-
25, BAT-26, NR21, NR24 a NR27, které se vyznacuji konstantnim poc¢tem nukleotidovych
repetic a jednotnou velikosti u zdravych jedincti (Buecher a kol., 2013). Zjisténi stavu
mikrosatelitové nestability u CRC, at’ uz se jedna o defekty dédi¢né nebo sporadické, muize
byt vyuzito pro prognostické ucely a efektivnéjs$i terapeutické ptistupy. Mnoho studii
prokazalo zlepSenou prognézu a prodlouzené prezivani pacientdl S vysokymi stavy
mikrosatelitové nestability, vV porovnani s mikrosatelitové stabilnimi tumory (Murphy a kol.,

2006).
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2.5 Molekularni cesty sporadické formy CRC

Identifikace riznych molekularnich drah kolorektalni karcinogeneze odhalila rozli¢né
pticiny CRC. Asi v 15 % sporadickych CRC jsou za maligni transformaci zodpovédné
defekty v DNA mismatch repair systému vedouci k mikrosatelitové nestabilité. U maligni
transformace drahou CIMP je podstatou uml¢ovani funkce genti epigenetickou hypermetylaci.
Ttetim modelem je vznik kolorektalni neoplasie v disledku chromozomalni nestability, coz je
nejbéznéjsi pri¢ina vzniku sporadickych CRC. Tyto drahy se vzajemné nevylucuji, nékteré
nadory vykazuji vlastnosti vice nez jedné z nich (Al-Sohaily a kol., 2012; Colussi a kol.,
2013).

2.5.1 Mikrosatelitova nestabilita

Mikrosatelity jsou repetitivni sekvence DNA vyskytujici se napfi¢ celym lidskym
genomem. Tyto sekvencni motivy jsou nachylné k akumulaci mutaci, a to zejména proto, ze
DNA polymeraza béhem replikace a rekombinace nemuze efektivné vazat tuto oblast DNA.
Nejcastéjsimi chybami jsou nekomplementarita parti bazi a chybné inzerce ¢i delece bazi,
které unikaji opravné aktivit¢ DNA polymerazy. Mikrosatelitova nestabilita je forma
genomické nestability asociovana s defekty v DNA mismatch repair systému, ktery se ucastni
oprav chyb vznikajicich v pribéhu DNA replikace (viz obrazek ¢. 3). Kromé toho také
potlacuje homologni rekombinaci a ucastni se signalizace poSkozeni DNA. Defekty
Vv repara¢nim systému DNA mismatch repair jsou spojeny s celogenomovou nestabilitou,
predispozici pro kolorektalni karcinom a niz8i citlivosti téchto nadori na 1écbu 5-
fluorouracilem, podavaném v adjuvantnim rezimu (Grady a Markowitz, 2000; Li, 2008;
Murphy a kol., 2006; Vilar a Gruber, 2010).
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Obrazek ¢. 3: Mikrosatelitova nestabilita jako vysledek defektniho mismatch repair systému, MMR —
mismatch repair systém. Chybnou replikaci DNA dochazi k nekomplementarité bazi, ktera byva
opravovana mismatch repair systémem. V piipadé defektni opravné drahy mtize dojit k inzerci repetic,
tedy mikrosatelitové nestabilité (Upraveno dle Chung a Rustgi, 2003).

Mismatch repair systém je Vv eukaryotni DNA zahajen rozpoznanim Spatné
sparovanych bazi dvéma heterodimernimi komplexy MutSa a MutSf (heterodimer sloZeny
z MSH2 a MutS homologu 3 MSH3). Pfedpoklada se, ze MutSa je zodpovédny za rozpoznani
chybného sparovani bazi, zatimco MutSp hraje hlavni roli v opraveé chybnych inzerci ¢i deleci
vétsiho rozsahu. Ani jeden z téchto komplext pravdépodobné neni schopen opravit chybné
inzerce a delece jedné baze. Obecné MutSa nejlépe rozpoznava zékladni substituce a malé
inzeréni smycky, zatimco MutSp je vhodné&j$i pro rozpoznani vétsi inzeréni smycky. Po vazbé
proteintt MutS dochazi k jejich interakci s proteiny heterodimerniho komplexu MutL, které
tak zvySuji U€innost rozpoznani chybného parovani bazi proteiny MutS (Kolodner, 1996;

Wheeler a kol., 2000).

Jakmile je rozpoznana nekomplementarita DNA a navazi se komplexy MutS a MutL,
oprava neshodného tiseku DNA probihd aktivaci endonukledzami zprosttedkované degradace
DNA ze zafezu, ktery je vzdalen 1 — 2 kilobaze od chybného sparovani bazi. V opravé je

zapojena také exonukleaza EXOI, jednovldknovou DNA — vézajici protein RPA a protein
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PCNA (Proliferating Cellular Nuclear Antigen). Degradace pokracuje az do chvile odstranéni
nekomplementarity a vysledna délka excizni plochy je doplnéna DNA polymerazou o, ktera

vklada spravné nukleotidy do sekvence. Proces je néasledné zakoncen ligaci prostiednictvim

DNA ligazy 1 (viz obrazek ¢. 4) (Li, 2008; Wheeler a kol., 2000).

Nekomplementarita Inzeréni smycka
bazi AA
G CAAAAT
G GTTTTA
MLH1PMSz MLHlPMSl
MutSa Mutsp

7
Ex01 EXOl
e o)

G CAAAAT
C GTTTTA

Obrazek ¢. 4: Mismatch repair systém. Chybné sparované baze jsou rozpoznany komplexem MutSa,
zatimco inzeréni smycka je rozpoznana komplexem MutSP. Komplex MutSa se miize Gcastnit i pii
opraveé inzeréni smycky. MutL heterodimerni komplexy (MLHI1/PMS2 a MLHI1/PMS1) poté
interaguji S MutS proteiny. Po této interakci nasleduje oprava zprostfedkovana exonukleazou EXOL1,
proteinem RPA, proteinem PCNA, DNA polymerazou 6 a zavére¢na ligace probiha prostiednictvim
DNA ligazy 1 (Upraveno dle Wheeler a kol., 2012).

2.5.2 Metylace CpG ostravku

DNA hypermetylace promotorti bohatych na CpG oblasti je dilezitym mechanizmem
v lidské karcinogenezi, patofyziologie hypermetylace je vSak nejednoznacna. U jednotlivych
nadori se stupein metylace muze liSit. Hypermetylace ma za nasledek ,,vypnuti® tumor
supresorovych genti nebo gend snimi spjatych. Nadory s vysokym stupném metylace

predstavuji klinicky a etiologicky vyznamnou skupinu, ktera se vyznacuje epigenetickou
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nestabilitou. Vzhledem ktomu, ze se nejednd o zmény v sekvenci DNA, ale spise
0 samostatné molekularni udélosti, které jsou potencidlné reversibilni, mohou tak poskytovat

nové cile pro diagnézu a 1é¢ebnou strategii (Issa, 2004; Mojarad, 2013; Ogino a kol., 2006).

DNA metylace je enzymaticky proces, v pribéhu kterého je piidavana metylova
skupina k 5 — pozici cytozinu DNA metyltransferazami (DNMT), za vzniku 5—metylcytozinu
(viz obrazek €. 5). Typickym substratem metyltransferaz jsou CpG ostrivky, coz jsou oblasti
V ramci genomu, které jsou bézné v promotorovych oblastech bohatych na CpG dinukleotidy.
Zatimco metylace v oblasti promotoru vede K transkripénimu umlceni gend, metylace mimo

tyto oblasti mtize vést K transkripéni aktivaci (Mojarad, 2013; Yiu a Yiu, 2016).

DNA metylace

Metylace cytozinuv CpG motivu —>

NH, \ NH,
")j DNMT ol | @
0% r: 07 NN
H

|
H

Cytozin 5 — Metylcytozin

Obrazek €. 5: Metylace CpG ostrivki, DNMT — DNA metyltransferdza. Cytoziny, které jsou
nasledovany guaniny (CpG motiv) jsou typickym substratem metylace. K metylaci dochazi
prostiednictvim metyltransferaz, které kovalentné ptipojuji metylovany zbytek na paty uhlik cytozinu,

za vzniku 5-metylcytozinu (Upraveno dle Zakhari, 2013).

Ptedpoklada se, ze jednou z prvnich udélosti drahy CIMP v kolorektdlnim karcinomu,
je mutace genu BRAF V600E. Data ukazuji, ze tato mutace u mysi indukuje zvySenou expresi
metyltransferazy DNMT3B (DNA (Cytosine-5-)-Methyltransferase 3 Beta), de novo metylaci
a down-regulaci specifickych CpG dinukleotidii. Nicmén¢€, prozatim neni zadny existujici
diukaz, ze BRAF V600E mutace je stéZejni udalosti pro CIMP. Proto je mozné, ze je v draze
zahrnut jiny kauzalni gen, ktery podminuje mutaci BRAF V600E. Kromé¢ toho, vétSina CIMP

kolorektalnich karcinomt je charakterizovana hypermetylaci promotorovych CpG ostrivka
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DNA mismatch repair genu komplexu MutL, coz vede k jeho transkripéni inaktivaci, jak bylo
zminéno v ptipadé HNPCC. Predpoklada se, ze ztrata tohoto genu zplsobuje rapidni progresi

maligni transformace (Hughes a kol., 2013; Zong a kol., 2016).
2.5.3 Chromozomalni nestabilita

Chromozomalni nestabilita je pozorovana u 65 — 70 % sporadickych kolorektalnich
karcinomt a je spojovana se Spatnou prognozou a lékovou rezistenci. Jedna se o vady stability
telomer, odpovédi na poskozeni DNA a zvySenou miru chybné segregace chromozomi
V mitéze. Aberantni chromozomalni stav bunky je klasifikovan na zékladé zmény ploidie,
zisku ¢i ztraty celych nebo velkych €asti chromozomt, hrubych chromozomalnich ptestaveb

a dalsich aberaci (Burrell a kol., 2013; Pino a Chung, 2010; Yuen, 2010).

Na zajistovani spravné segregace chromozomu v pritbéhu mitézy se podili desitky
genovych produktt, zajiStujici presné zachyceni chromozomi na mikrotubuly
Vv kinetochorech. Pro karcinomy vSeobecn¢ jsou typické defekty mechanizmii podilejicich se
na chromozomalni segregaci. Mezi tyto mechanizmy patii chybnd koheze sesterskych
chromatid, defektni duplikace centrozomti, dysfunkce telomer, hyperaktivni nebo hypoaktivni
kontrolni bod vieténka (SAC — Spindle assembly checkpoint) a piili§ stabilni ptichyceni
mikrotubulil na chromozomy. Vétsina z téchto mechanizmii vede k zaostavani chromozomii
béhem anafaze, z divodu chybného ptipojeni na mikrotubuly (viz obrazek ¢. 6). Disledkem
jsou aneuploidni buniky a v mnoha piipadech heterogenni aneuploidie koreluje s agresivitou

a stadiem nadoru (Bakhoum a Compton, 2012; Tusell a kol., 2010).
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Obrazek €. 6: Zaostavajici chromozom V prub&hu anafaze. Mitotické vieténko se v metafazi vaze na
chromozomy. Jeden chromozom je uchycen soucasné obéma poly vieténka. Po vstupu do anafaze
muze toto $patné uchyceni vést k zaostavajicimu chromozomu (Upraveno dle Bakhoum a Compton,
2012).

2.6 CIN - pozitivni kolorektalni karcinomy

S typickymi karyotypickymi abnormalitami pozorovanymi v CIN nadorech souvisi
akumulace charakteristickych mutaci urcitych nadorovych supresorovych gend spojena
s mutacni aktivaci onkogenli. Tyto mutace aktivuji onkogenni drahy, které jsou zasadni pro

patogenezi kolorektalniho karcinomu (Pino a Chung, 2010; Thiagalingam a kol., 2001).
2.6.1 Vogelsteiniv model

V roce 1990 Fearon a Vogelstein navrhli vicestuptiovy geneticky model kolorektalni
karcinogeneze, kde specifické genetické udalosti koreluji s vyvijejici se morfologii tkang.
V tomto modelu je popisovan vyvoj normalni sliznice, pfes maly a velky polyp, az
k invazivnimu nadoru. Dany vyvoj je v kazdém kroku fizen dobie definovanymi zménami

v genomu (Gatenby a Vincent, 2003).

Popisovany model je charakterizovan n¢kolika obecnymi vlastnostmi. Vznik

MV
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inaktivaci tumor supresorovych genl. Formace maligntho tumoru je vysledkem
mutace alesponn Ctyt az péti gend. Pro formaci benigniho nadoru sta¢i men$i pocet
mutovanych gent. Za biologické vlastnosti tumoru zodpovida spiSe akumulace genetickych
zmén, nez jejich poradi. Nékteré nadorové supresory nemusi byt pouze recesivni. O tom
sveéd¢i fenotypovy projev jako vysledek mutantniho tumor supresorového genu, ktery je
V heterozygotnim stavu. V tumorech je tedy pfitomna jedna wild-typova alela daného genu,
nedokaze vSak potlacit progresi nddoru. Napiiklad heterozygotni ztrata genu SMAD4 (SMAD
Family Member 4), ucastniciho se kolorektalni karcinogeneze, napomaha Casnym stadiim
vzniku tumoru. K dalsimu vyvoji je vSak dilezita ztrata zbylé wild-typové alely (Fearon
a Vogelstein, 1990; Santarosa a Ashworth, 2004).

Dle Vogelsteinova modelu (viz obrazek ¢. 7) nejdiive dochazi k inaktivaci tumor
supresorového genu APC, ¢imZ ve stfevé nastava tvorba Cetnych adenomat6znich polypt.
Dalsim krokem je zvysena exprese RAS proteint, ke které vede mutacni aktivace gend, a to
zejména bodova mutace protoonkogenu KRAS (Kirsten Ras). Tato mutace je pozorovana az
u 50 % CRC. V pozd¢jsich stadiich vyvoje 1ze az u 70 % kolorektalnich karcinoml pozorovat
celkové nebo castecné delece dlouhého raménka chromozomu 18 (18q). Pozdni stadia
adenomu jsou charakterizovany ztratami kratkého ramene chromozomu 17 (17p). V této
oblasti dochazi k inaktivaci genu p53, coZ mé za nasledek poruchy kontroly bunééného cyklu

(Pino a Chung, 2010; Fearon a Vogelstein, 1990).

mutace
mutace APC delece 18q p53
aktivace KRAS
|.
|II lll
- CASNY - POZDNI
ADENOM ADENOM |~

Obrazek ¢. 7: Vogelsteinav model. Poéate¢nim krokem vyvoje kolorektalniho karcinomu je aktivace
Wnt signalni drahy, ke které dochdzi mutaci genu APC. Progrese do vétSich adenoml vyzaduje
aktivaéni mutaci proto-onkogenu KRAS a deleci v g oblasti chromozomu 18. K vyvoji ¢asnych

karcinoml dochazi na zakladé mutaci pS3 (Upraveno dle Pino a Chung, 2010).
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2.6.2 APC

Nejcasnéjsi genetickou udalosti ve vyvoji kolorektdlnitho nadoru je aktivace Wnt
signalni drahy prostiednictvim genu APC v lokusu 5g21. Pokud je Wnt draha stimulovana,
transkripni ko — aktivator B-katenin aktivuje transkripéni faktor TCF (T-cell faktor) —
dependentni transkripci Wnt — cilovych gent, coz mize vést k nadmérné bunécné proliferaci.
Produkt genu APC je velky multidoménovy protein, ktery reguluje diferenciaci, adhezi,
polaritu, vyvoj, apoptozu a chromozomalni segregaci. Tento protein je esencialni sloZkou
destruk¢éniho komplexu v draze Wnt, zapojeného do vazby a downregulace 3-kateninu (Aoki
a Taketo, 2007; Pino a Chung, 2010).

APC inhibuje B-katenin/TCF — dependentni transkripci nékolika mechanizmy (viz
obrazek ¢. 8). Za prvé, APC poskytuje ,,leseni” pro destruk¢éni komplex spolu s proteinem
Axin, kasein kinazou 1 (CK1) a glykogen syntaza kinazou 3 (GSK3), coz vede k degradaci
cytoplazmatického proteinu f-kateninu. K tomu dochazi diky CK1 a GSK3, které¢ fosforyluji
amino — koncovou oblast B-kateninu. Ta je rozpoznana podjednotkou E3 ubikvitin ligazy,
pficemz dale nasleduje ubikvitinace a proteazomova degradace PB-kateninu (MacDonald
a Tamai, 2009). Za druhé, APC podporuje export B-kateninu z jadra, ktery zde migruje
Z cytoplazmy, diky ¢emuz se snizuje mnoZzstvi jaderné¢ho B-katenin/TCF komplexu. DalSim
mechanizmem je zabranéni interakce P-kateninu s TCF vazbou APC na [-katenin (Aoki
a Taketo, 2007; Neufeld a kol., 2000). Posledni zpisob inhibice B-katenin/TCF — dependentni
transkripce probihd prostfednictvim pfimé interakce s represorovym komplexem. APC se
vaze na BTrCP (p-transducing Repeat-containing Protein) a transkripéni represor CtBP (C-
terminal Binding Protein), a tvofi tak stabilni komplex s dalsimi korepresory TLE-1
(Transducin-like Enhancer Protein 1) a HDACL1 (Histone Deacetylase 1), diky ¢emuz
dochazi k represi Wnt — cilovych gent (Aoki a Taketo, 2007; Spiegelman a kol., 2000).
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Obrazek ¢. 8: APC/Wnt signalizace. V nepfitomnosti molekuly Wnt je destrukéni komplex, slozeny
z APC, GSK3 a CKI na axinovém ,leSeni“, zacilen na degradaci cytoplazmatického B-kateninu,
prostfednictvim protazomu. Zaroven jsou cilové geny Wnt signalizace umlCovany represorem
interagujicim s TCF. V piitomnosti Wnt ligandu dochézi k obsazeni receptorid pro Wnt a nedochézi
k fosforylaci B-kateninu. Ten se diky tomu akumuluje a nasledné translokuje do jadra. Zde dochazi
k odsunuti represoru a interakci B-kateninu s TCF, ¢imz je zahajena aktivace cilovych genti (Upraveno
dle Pino a Chung, 2010).

2.6.3 RAS proteiny

RAS onkogen mé zavedenou roli v bunééném rtistu a regulaci a jeho proteinovy
produkt je zapojen do mnoha bunécnych funkci, vCetné bunécné proliferace, apoptozy,
migrace a diferenciace. RAS protein je aktivovan piechodné v odpovédi na extracelularni
signaly, jako jsou ristové faktory, cytokiny a hormony, stimulujici povrchové receptory
(Brink a kol., 2003). Detailnéji se jedna o membranou uchyceny guanozin trifosfat/guanozin
difosfat (GTP/GDP) — vazajici protein (Tan a Du, 2012). Aktivace RAS vede Kk nasledné
aktivaci Siroké Skaly efektort, vcetné serin/threonin kindz, GTPazu — aktivujicim proteiniim,

fosfoinositid 3 — kinazy a faktoru méniciho GTP za GDP (Guain Exchange — factor).
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Mutantni proteiny RAS jsou konstitutivné aktivni diky snizené vnitini GTPazové aktivité
a necitlivosti vii¢i GTPazu — aktivujicim proteinim. Existuji tfi znamé izoformy genu RAS,
ato HRAS (Transforming Protein P21), NRAS (Transforming Protein N-Ras) a KRAS.
HRAS je nejméné Casto mutovanym genem v lidskych nadorech. V CRC je vyskyt mutantni
formy NRAS spise vzacny, Casty je vSak vyskyt mutované izoformy KRAS (Arrington a kol.,
2012; Irahara a kol., 2010).

2.6.3.1 KRAS

KRAS je lokalizovany na chromozomu 12 a jeho mutace u CRC pfispiva K ptechodu
ze stfedniho adenomu do pozdniho adenomu nebo karcinomu. Témito mutacemi jsou
pfevazné jednonukleotidové bodové mutace. Nejcastéjsi forma mutace KRAS probiha
V kodonu 12 a jedna se o tranzici GGT na GAT. Produkt genu KRAS je protein o velikosti
21 kDa, ktery se nachazi na vnitini stran¢ plazmatické membrany a podili se na pienosu
mitogennich signalti (Arrington a kol., 2012; Brink a kol., 2003). Mutace KRAS narusuji jeho
vnitini GTPazovou aktivitu, a vedou ptes konstitutivné aktivni GTP — vazané stavy k aktivaci
naslednych pro — prolifera¢nich signalnich drah. Z tohoto divodu hraji kritickou roli ve

vyvoji nadord (Tan a Du, 2012).

Jako mala GTPaza je KRAS zodpovédny zejména za aktivaci EGFR (Epidermal
Growth Factor Receptor) signalizace (viz obrazek ¢. 9) (Tan a Du, 2012). EGFR je
membranou vazany tyrozin kindzovy receptor rastového faktoru, ktery fidi signdlni drahy
zapojené do bunécné diferenciace, proliferace a angiogeneze. Je exprimovan V celé fade
lidskych nadorti, véetné CRC, gliomt, karcinomt plic, hlavy a krku, slinivky bfisni, prsu,
vajecnikd, mocového méchyie a ledvin. KRAS je v tomto ptipadé dilezitym mediatorem
odpovédnym za pienos signalu z ligandem vazaného EGFR do jadra. V normalnich bunkéch
dochazi po vazbé ligandu na EGFR k jeho dimerizaci a nasledné aktivaci tyrozin kinazy.
Tyrozin kindzova rezidua se stavaji autofosforylovanymi a indukuji aktivaci transdukénich
signalnich drah. Témito drahami jsou mitogenem aktivovana protein kinazova draha (MAPK)
a fosfatidylinositol 3 — kinaza (PI13K) protein kinazova draha (AKT), které vedou k aktivaci
riznych transkripénich faktori a naslednému ovlivnéni bunééné proliferace, migrace,
diferenciace a apoptozy. KRAS se ucastni MAPK drahy. V tomto piipadé tyrozin kindzova
rezidua aktivuji KRAS, ktery rekrutuje a aktivuje protein BRAF (B-Raf proto — onkogen),
s naslednou fosforylaci a aktivaci MEK (Mitogen-activated Protein Kinase/Extra-cellular
Signal-regulated Kinase) a zahajenim MAPK drahy. Vliv na progndézu onemocnéni maji
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genové mutace ¢i amplifikace a proteinovd overexprese ruznych prvka této drahy

(Krasinskas, 2011; Markman a kol., 2010; Milano a kol., 2008).

L 4
Bunécné v 4 Angiogeneze
pieZiti Metastaza

v
Invaze Proliferace

Obrazek ¢. 9: EGFR signaling. Vazba ligandu indukuje dimerizaci a aktivuje EGFR. Dochazi k
autofosforylaci tyrozin kindzovych rezidui a aktivaci downstreamové signalizace, tedy KRAS — BRAF
— MEK — MAPK, coz vede k aktivaci transkripénich faktorii a nasledné bunécné odpovédi. Druhou
cestou signalingu EGFR je PI3K — AKT draha. Fosforylaci tyrozinovych rezidui dochazi k translokaci
PI3K do buné¢né membrany a nasledné aktivaci AKT. Aktivovany AKT poté fidi podobné bunécné

procesy jako MAPK draha (Upraveno dle Krasinskas, 2011).
2.6.3.2 Anti-EGFR terapie

EGFR je nadmérné exprimovan v 70 % — 75 % CRC, jedna se tedy o vyznamny pocet
pacient, ktefi mohou mit prospéch z1é¢by anti-EGFR terapie (Meropol, 2005). Studie

prokazuji souvislost mezi mutovanym KRAS genem a snizenou odpovédi na anti-EGFR
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1é¢bu. Mutace genu KRAS a overexprese EGFR byva spojovana se Spatnou progndézou
a zvySenym rizikem metastaz v CRC. Pacienti s wild-typem KRAS vykazuji lepsi celkové

preziti nez ti, ktefi jsou nositeli mutované alely (Arrington a kol., 2012).

Anti-EGFR terapie zahrnuje dva pfistupy, které pusobi prostiednictvim ruznych
mechanizmil. Jednd se o inhibitory tyrozin kindzy a monoklondlni protilatky. Inhibitory
tyrozin kindzy se vazi na intracelularni doménu EGFR a inhibuji tak aktivaci naslednych
efektort. V zavislosti na typu molekuly se mize jednat o inhibici reversibilni i nereversibilni.
Monoklonalni protilatky se specificky a s vysokou afinitou vazi na extracelularni doménu,
¢imz zabraiuji navazani ligandu a nasledné signélni draze. Jedna se o kompetitivni inhibici,
které se Ucastni epidermalni rastovy faktor a transformacni rastovy faktor o. Monoklonalni
protilatky mohou aktivovat imunologicky zprostfedkované mechanizmy, v€etné antitumor —
zavislé bunécné cytotoxicity a komplementem — zprostiedkované cytotoxicity, i kdyz tento

pfinos nebyl na ucinnost jednoznacné prokazan (Vokes a Chu, 2006).
2.6.4 p53

Gen TP53 (Tumor Protein p53) je lokalizovan na kratkém rameni chromozomu 17.
Produktem genu je transkripéni faktor, ktery je nadorovy supresor a koordindtor bunécné
odpovédi na stres, vcetné poskozeni DNA, aberantni proliferacni signaly a oxidativni stres.
p53 je regulator, ktery kontroluje transkripci genti zahrnutych v DNA metabolizmu, apoptoze,
regulaci bunécného cyklu, senescenci, angiogenezi, imunitni odpovédi, bunécné diferenciaci,
pohyblivosti a migraci. Klasicky model aktivace p53 zaina jeho stabilizaci indukovanou
fosforylaci zprostfedkovanou ATM/ATR proteiny, vazbou p53 do specifickych DNA
sekvenci a aktivaci cilenych geni interakci s obecnou transkripéni masinerii. Za normalnich
podminek je p53 negativné regulovan proteinem MDM2 (Mouse Double Minute 2 homolog),
E3 ubikvitin ligazou a proteinem MDMX (Mouse Double Minute 4 homolog), které se vazi na
transaktivatni doménu p53 a zaciluji jej tak pro degradaci ubikvitinaci. V buiikach
vystavenych vyssi hladin¢ stresu je interakce mezi MDM2, MDMX a p53 narusena, coz
umoznuje p53 uplatnit jeho transkripéni aktivitu. Ztrata funkce p53 je Casto nalézana témet

u vsech typt lidskych nadorovych onemocnéni (Kruse a Gu, 2009; Pino a Chung, 2010).

Ztrata funkce p53 je pozdni udalosti v progresi CRC, s vyskytem az v 60 % téchto
nadort. Mutace TP53 je Casto spojovana se CIN nadory, ovSem ne vSechny tyto tumory nesou

neaktivni p53. Pfiblizné polovina vSech CRC vykazuje vys§i frekvenci mutace TP53
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Vv distalni oblasti vyskytu CRC, a naopak niz§i frekvenci mutaci v proximalnich nadorech,
mikrosatelitové nestabilnich nadorech a tumorech definovanych CIMP. Mutace tohoto genu
maji ziejme jen velmi malou nebo dokonce zaddnou prognostickou hodnotu pro pacienty
S CRC 1éCené chirurgicky, ale jsou spojovany s horSim pfezitim pacientd 1éCenych
chemoterapii. Pfedpoklada se, ze pfitomnost mutace TP53 je prediktivni pro snizenou
citlivost rakovinnych bunék vici vétsiné DNA poskozujicich chemoterapeutik, napiiklad 5-
fluorouracilu (Hoff, 2005; lacopetta, 2003; Sarasqueta a kol., 2013).

2.6.5 Delece 18q

Jak bylo uvedeno vyse, pozdé¢jsi stadia CRC zahrnuji delece na chromozomu 18q.
Dlouhé rameno chromozomu 18 je nejéastéji deletovanou oblasti u kolorektalniho karcinomu.
Predpoklada se, ze tato delece je molekularni prediktor, ktery ovlivituje pfeziti. Pfitomnost
delece 18q je spojovana s niz$im piezitim u CRC, nepotvrzuji to v§ak vSechny studie. Mnohé
studie, hodnotici prognosticky vyznam 18q, nezvazovaly potencialni zkreslujici ucinek
mikrosatelitové nestability ¢i rozsah delece v oblasti 18q (Kirley a kol., 2005; Ogino a kol.,
2009; Tanaka a kol., 2006).

S vlivem delece 18q v CRC by mohla souviset piitomnost pfedpokladanych tumor
supresorovych genl v daném regionu. Nadorové supresorové geny cilené touto deleci vSak
jesté nebyly definovany. Jako odpovédné supresory v oblasti chromozomu 189 jsou, mimo
jiné, zvazovany geny DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma), SMAD2 (SMAD Family
Member 2) nebo SMAD4 (Khan a kol., 2011; Tanaka a kol., 2006; Woodford-Richens a kol.,
2001; Zhang a kol., 2014).

2.6.5.1 SMAD proteiny

SMAD4 (Clen rodiny proteint SMAD) je intracelularni mediator signala TGF-
(Transforming Growth Factor f) superrodiny, kde jsou TGF-B, aktivin a BMP (Bone
Morphogenetic Protein) aktivaénimi ligandy regulace bun&éného ristu. Clenové rodiny TGF-
B mohou regulovat proliferaci, diferenciaci, motilitu a smrt bunc¢k. Dals§i funkci je také
zvySeni tvorby extracelularni matrix, podpora angiogeneze a inhibice imunitni funkce.
Nejvyznamnéjsi biologickou aktivitou je vSak silnd inhibice ristu bun€k, coz je umoznéno
zastavenim bunécéného cyklu v G1 fazi. SMAD proteiny umoznuji transdukovat TGF-3 signal
Z buné¢ného povrchu do jadra (Isaksson-Mettavainio a kol., 2012; Liu, 2001). SMAD4,

spole¢né se SMAD2 a SMAD3 (SMAD Family Member 3) mohou snizovat expresi c-myc
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proto — onkogenu a zvySovat expresi inhibitorti cyklin — dependentnich kinaz (CDK), a to p15
(P15 protein) a p21 (Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 1), coz vede k zastaveni bunécného
cyklu diky TGF-B (Liu, 2001). Mutace v genech SMAD4 a SMAD2 byly identifikovany
Vv CRC, nicmén¢ frekvence vyskytu je velmi nizkd. V zévislosti na statusu SMAD muize TGF-
B pasobit bud’ jako tumorovy promotor nebo jako supresor. Ztrata SMAD4 exprese podporuje
progresi CRC a souvisi s rezistenci na 1é€bu 5-fluorouracilem. Pacienti ptezivaji 1épe, jestlize

vykazuji vysoké hladiny exprese SMAD4 (Miyaki a kol., 1999; Zhang a kol., 2014).
2.6.5.2 Gen DCC

Gen DCC je lokalizovan na dlouhém raménku chromozomu 18q21.3 a koduje skupinu
strukturdln¢ podobnych transmembrdnovych proteinti, které v jejich extracelularnich
doménach obsahuji 4 imunoglobuliny a 6 fibronektint typu III (Fazeli a kol., 1997). DCC
transkripty se vyskytuji v nizkych koncentracich u témét vSech normalnich dospélych tkani,
nejvyssich Grovni vSak dosahuji v nervovych tkanich (Keino-Masu, 1996). Po dlouhou dobu
je DCC zvazovan jako gen zodpovédny za neptiznivou progndzu pacientl s deleci 18q (Khan

a kol., 2011; Mehlen a Fearon, 2004).

Produkt genu DCC, receptor DCC je tzv. zavisly receptor, je tedy aktivni jak v ptipadé
navazaného, tak 1 chybgjiciho ligandu, avSak po navazani ligandu se typ signalu méni.
Ligandem receptoru DCC je netrin-1. Netrin-1 je lamininu pfibuzna molekula, ktera je
zapojena do axonového vedeni a neuronové migrace, DCC je tedy soucésti vyvoje nervoveé
soustavy. Jinou moznou funkci je regulace buné¢né Zivotnosti, do které by DCC mohlo byt
zapojeno ve stfevnich klcich. Pokud je receptor obsazen ligandem, dochazi k potlaceni
proapoptotické aktivity, opacna situace vede k indukci apoptotické drahy. Produkce netrinu-1
je omezena na spodni Cast stievni krypty, kde jsou vysoce proliferujici buiiky a distribuovan
DCC. Tyto buiiky se v prub¢hu diferenciace pohybuji do distalni ¢asti klk nebo krypty, kde
jsou eliminovéany. V tomto konceptu by proliferujici buniky krypty, které¢ exprimuji DCC
Vv netrin-1 bohatém prostedi, mohly byt eventudlné chranény pred bunécnou smrti. Naopak
epitelove buiiky, které prestaly proliferovat a pohybuji se smérem ke Spicce klka, tedy az do
prostiedi zbaveného netrinu-1, jsou vedeny k apoptotické smrti (Forcet a kol., 2001; Mehlen
a Bredesen, 2004; Mehlen a Fearon, 2004; Mehlen a Llambi, 2005).

DCC je substratem kaspazy, coz je hlavni protedza apoptotické drahy, a pravé toto

Sté€peni je vyzadovano pro uplatnéni proapoptotického ucinku (Forcet a kol., 2001). Kaspazy
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zapojené do apoptdzy se déli na inicidtorové (kaspaza 8 a kaspaza 9) a efektorové (kaspazy 3,
6 a 7). Misto stépeni receptoru DCC, piesnéji intracelularni doména, je rozpozndvano
kaspazou 3, neznamena to vSak, ze tato proteaza nutn¢ $t€pi DCC (Mehlen a Llambi, 2005).
Predpoklada se, ze Stépeni umoznuje expozici nebo uvolnéni proapoptické domény ADD
(Adiction Dependence Domain). DCC-ADD ziejmé rekrutuje kaspazu — aktivujici komplex,
jehoz draha se vsak 1i8i od drahy receptoru smrti @ mitochondrialni apoptotické cesty (Mehlen
a Guenebeaud, 2010; Mehlen a Llambi, 2005). Pii absenci netrinu-1, ADD receptor interaguje
s kaspazou 9, coz vede k aktivaci kaspazy 3. Tento proces vSak nezahrnuje uvolnéni
cytochromu ¢ a tvorbu apoptozomu, jako je tomu u klasické mitochondrialni apoptotické
dréhy. Schopnost DCC vyvolat apoptézu za podminek nepfitomnosti netrinu-1 naznacuje, ze
by se mohlo jednat 0 mozny ochranny mechanizmus prevence primarniho nadorového bujeni,

tedy o potencialni tumor supresorovy gen (Mehlen a Guenebeaud, 2010).
2.7 CIN a replikacni stres

Jak bylo zminéno vyse, chromozomalni nestabilita je spojena se zvysenou mirou zmén
V poctu a struktuie chromozomi a generuje intratumorovou heterogenitu. Pfedpoklada se, ze
za tyto defekty zodpovidaji hlavné chyby v mechanizmech, které tidi spravnou segregaci
chromozomul v mitéze (Bakhoum a Compton, 2012; Burrell a kol., 2013). Burrell a kolektiv
(2013) vSak nedavno pozorovali spojitost mezi CIN a replikacnim stresem. V této studii
zaznamenali, ze chyby v segregaci souvisejici se zaostavajicimi chromozomy s centromerami
byly spiSe vzdcné, coz naznaCuje, ze mitotické dysfunkce vedouci k chybnému
chromozomalnimu zachyceni nemohou vysvétlit vétSinu segregacnich chyb v CIN —
pozitivnich burnikach kolorektalniho karcinomu. Naproti tomu, vétSina chyb v segregaci
chromozom ve sledovanych CIN — pozitivnich buiikdch CRC sestavala z chromozomovych
fragmenti bez centromery (acentrickych chromozomt) a anafaznich mustkd (viz obrazek
¢. 10), coz sveédci o strukturnich aberacich vzniklych diky pre — mitotickym defektim. Daéle
také pii porovnani CIN — pozitivnich a CIN — negativnich bun¢k nepozorovali rozdily
vV mitotickém casovani, funkci mitotického kontrolniho bodu, kohezi sesterskych chromatid
nebo nadpocetném mnoZstvi centriol. Tato data odkazuji na nizké frekvence mitotickych
dysfunkci a pravdépodobnost, Ze vétSina chyb v segregaci je vysledkem strukturnich aberaci
chromozomt. V danych bunikach déale zaznamenali aktivaci odpovédi na poSkozeni DNA
a ukazali, ze replikacni stres mize vést jak ke strukturni, tak K numerické chromozomalni

nestabilité.

30



Pre — mitotické defekty

Mitotické defekty
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Obrazek ¢. 10: Porovnani pre — mitotickych a mitotickych defekti bufiky. Pre — mitotické defekty
zahrnuji vyskyt acentrickych chromozomi (nahote) a anafaznich mustkd (uprostfed) v prubéhu déleni
buniky a jsou vysledkem strukturnich aberaci chromozomu. Mitotické chyby jsou oproti tomu
defektem v ptichyceni mitotického vieténka na chromozomy a jedna se o zaostavajici chromozomy

(dole) (Upraveno dle Burrell a kol., 2013).

Burrell a kolektiv (2013) dale pozorovali vyznamnou asociaci delece 18q
s aneuploidnimi buitkami CIN — pozitivnich CRC a identifikovali kandidatni CIN —
supresorové geny vtomto regionu, a to PIGN (Phosphatidylinositol Glycan Anchor
Biosynthesis Class N), ZNF516 (Zinc-finger Protein 516) a MEX3C (Mex-3 RNA Binding
Family Member C) (viz obrazek ¢. 11). Replikac¢ni stres, ktery vznikl po uml¢eni danych CIN
— supresorl, primarn¢ indukoval acentrické chromozomy a anafizni mistky, vedouci
k chybam v segregaci, a to v absenci vétsich mitotickych defektt. Tato studie tedy zduraznuje

replikaéni stres jako hlavni pfi¢inu chromozomalni nestability u CRC. Diky témto poznatkiim
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se lze zaméfit na replikacni stres jako na pfi¢inu CIN a intratumorové heterogenity, a nalézt

tak cestu k novym moznostem predikce a cilené 1écby (Burrell a kol., 2013).
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Obrazek ¢. 11: Ideogram chromozomu 18 — lokalizace geni MEX3C, DCC, PIGN a ZNF516
(Upraveno dle National Library of Medicine (US), 2016).

2.7.1 Gen PIGN

Gen PIGN je lokalizovan na chromozomu 18q21.33 a je jednim z vice nez 20 genil
podilejicich se na biosyntéze glykofosfatidylinositolové (GPI) kotvy, jejiz funkci je tfidéni
signaltt pro transport GPI — kotvenych proteinti v sekrecnich a endocytickych drahach
aumoznuje jejich zakotveni v lipidovych raftech bunéénych membran. GPI — kotvené
proteiny se Uc€astni pienosu signalu, bunééné adheze a prezentace antigenu. Protein kédovany
genem PIGN je exprimovan v endoplazmatickém retikulu a v procesu biosyntézy GPI fidi
ptidavani fosfoethanolaminu k prvni manoze v GPI. Mutace genu PIGN a sedmi dal$ich gent,
zapojenych do biosyntézy GPI, jsou asociovany s riaznymi neurologickymi abnormalitami
(GTR; Khayat a kol., 2016; Nakagawa a kol., 2016). Homozygotni mutace v. PIGN zptisobuji
dysmorfické rysy, rizné vrozené anomalie, opozdény vyvoj, hypotonii, epilepsii a progresivni

cerebralni atrofii (Ohba a kol., 2014).
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2.7.2 Gen ZNF516

ZNF516 je lokalizovan na chromozomu 18q23. Obecné se Zinc finger proteiny vazi na
nukleové kyseliny a hraji dilezitou roli v riznych bunéénych funkcich jako je bunécna
proliferace, diferenciace a apoptoza (GeneCards; GTR). ZNF516 je zapojen do regulace
transkripce. Jedna se o transkripéni regulator, ktery aktivuje transkripci genti, podporujicich
diferenciaci hnédé tukové tkdné. Vaze se na proximalni cast promotoru genu UCPI
(Uncoupling Protein 1) a aktivuje jeho transkripci, ¢imz reguluje termogenezi (Dempersmier
a kol., 2015). Gen ZNF516 se vzhledem k odlisné metylaci jeho promotoru v normalnich
bunkach a bunkach rakoviny délozniho ¢ipku, jevi jako vhodny biomarker pro detekci tohoto
onemocnéni (Brebi a kol., 2014). Dale byla prokazana interakce genu ZNF516 s genem
RBMS3 (RNA Binding Motif, Single Stranded Interacting Protein 3), ktera ovliviiuje hustotu

kostniho mineralu, tedy nachylnost k osteoporéze (Yang a kol., 2013).
2.7.3 Gen MEX3C

MEX3C se nachédzi na chromozomu 18q21.2 a jedna se o RNA — vazebny protein
(GTR). Gen koduje E3 ubikvitin ligizu zodpovédnou za post — transkripéni regulaci
spole¢nych alotypi HLA-A. Vaze se na 3° UTR HLA-A2 mRNA a reguluje jeho hladinu
podporou degradace (Cano a kol., 2012). Gen MEX3C je také klicovy pro regulaci funkce
genu RIG-1 (Retinoic Acid Inducible Gene-1), ktery je jednim ze zprostiedkovatelii vrozené
antivirové imunitni odpovédi (Kuniyoshi a kol., 2014). DileZitou roli by MEX3C mohl hrat
v regulaci energetické bilance, a to ovlivnénim centralniho nervového systému (Jiao a kol.,
2012). Jiao a kol. (2012) ve své studii uvedli, ze i bez inhibice pfijmu potravy, mutace
MEX3C genu vedla k pozitivnim vliviim na metabolizmus glukozy a lipidi. Kromé toho, tato
mutace zmirfluje jaterni steatdzu, spojovanou s nedostatkem leptinu. Tento G€inek by mohl
souviset s nachylnosti k hypertenzi, sniz mutantni MEX3C souvisi. I pfesto, ze mutace
MEX3C zptsobuji zpomaleni riistu béhem vyvoje, se tento gen jevi jako mozny cil 1écby

zamétené na obezitu (Jiao a kol., 2012).
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2.8 Prognostické faktory

Prognoza kolorektalniho karcinomu je vyrazné zavisla na stddiu onemocnéni a souvisi
S prezitim pacientll. Pro urceni prognoézy u pacientii s CRC je Siroce vyuzivany systém TNM
(Tumor, node, metastases), stanovujici klinické stadium nemoci ovliviiujici pacientovo pieziti
(Li a kol., 2016; Moreno a Sanz-Pamplona, 2015). Stadium I, tedy postizeni sliznice
a submukoézy, vykazuje pétileté preziti presahujici 88 %. U stadia II, kdy dochézi k priniku
vSemi vrstvami stfevni stény, je pétileté pieziti pacientl témet 75 % a u stadia 111, kdy ptibyva
postizeni lymfatickych uzlin, je pétileté preziti 50 — 60 %. Minimdalni pfeziti vykazuje
stadium IV, pfi kterém jsou diagnostikovany vzdalené metastazy (Cunningham a kol., 2010;
Deschoolmeester a kol., 2010; Dusek a kol., 2012).

Navzdory mnoha studiim jsou nase poznatky stdle nedostate¢né (Walther a kol.,
2009). Lécba na personalizované bazi zahrnuje simultanni specifickou analyzu klinickych
a patologickych charakteristik a analyzu genetiky pacienta a profilu nddorovych biomarkert.
V poslednich letech doSlo k vyznamnému pokroku v pochopeni molekularnich podstaty
vzniku CRC a toto nahlédnuti do genetického zakladu onemocnéni umoznilo identifikaci
novych prognostickych a prediktivnich molekularnich markert, stejné tak jako nové piistupy
1éEby pacientlt (Luo a Xu, 2014; Pino a Chung, 2010; Wilson a Ladner, 2007). Ziskana data
ukazuji, ze celkovy fenotyp CIN je asociovan s méné piiznivym vysledkem pacientd
V porovnani s pacienty, ktefi maji nadory vykazujici mikrosatelitovou nestabilitu (Pino

a Chung, 2010).

Geny, jako naptiklad APC, které maji rozhodujici vyznam pro vyvoj kolorektalniho
karcinomu, jsou pro pouziti jako klinicky biomarker limitované. Naproti tomu, mezi
prognostické a prediktivni markery CRC spadaji, kromé potvrzenych genli KRAS a NRAS,
také DNA mismatch repair geny, BRAF a oblast chromozomu 18q, které maji znacnou
potencialni roli Vv rutinni klinické praxi (Arrington a kol., 2012; George a Kopetz, 2011;
Vyzula a kol., 2016). Pravé ztrata 18q, ktera je popisovana v rizném rozsahu, je jednim
z nejslibngjSich doposud studovanych markerti, pozorovanych az v 70 % ptipadi karcinomu
kolorekta (Popat a Houlston, 2005; Thiagalingam a kol., 1996). Vztah mezi 18q deleci
a prezitim u pacientll s CRC je vSak stale nejasny, nicméné¢ domnénka, ze se jedna o urcujici
faktor prognozy je vysoce pravdépodobna prave proto, Ze je zde mapovana fada kandidatnich

tumor supresorovych gent (Popat a Houlston, 2005, Popat a kol., 2007).
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2.9 Lécba CRC

Lécba pokrocilého kolorektalniho karcinomu se v poslednich letech vyrazné zlepsila
a celkové preziti u pacientl s metastazujicim CRC se zvysilo. V zavislosti na stadiu a progresi
onemocnéni jsou voleny rizné 1écebné metody. Ve stadiu 0, I a brzkém stadiu II je volbou
vétsSinou chirurgicky zasah. Pooperacni adjuvantni terapie se vyuziva ve stadiu III
a v nékterych piipadech i ve stadiu II. Chemoterapie v kombinaci s 1ékovou terapii, zahrnujici
5-fluorouracil a leukovorin, kapecitabin a oxaliplatinu, je typicka pro stadium Il
a u pokrocilého onemocnéni nastupuje radia¢ni terapie (Mundade a kol., 2014; Vyzula a kol.,
2016).

Kurativni onkoterapii karcinomu tlustého stieva lIze uplatnit u nadoru, které je mozné
odstranit spolu s postizenou ¢asti stieva a U blizkych tkani postizenych nadorem, zejména
v piipadé¢ lymfatickych uzlin. Jsou — li diagnostikovany ¢asné nadory v tlustém stievé ¢i
konec¢niku, je pro jejich odstranéni Casto mozné vyuzit endoskopickych technik. Hlavnim
cilem chirurgického zakroku je odstranéni veskeré tkané postizené nadorem a udrZeni stievni
pruchodnosti pacientt (Dusek a Hoch, 2012). V ptipadé pfitomnosti vzdalenych metastaz, a to
hlavné v jatrech a plicich, je velmi dulezité zhodnoceni stavu pacienta. Hodnoti se zejména
resekabilita metastaz a volbou 1é¢by byva pievazné systémova paliativni chemoterapie, ¢asto

kombinovana s cilenou biologickou 1é¢bou (Vyzula a kol., 2016).

Pokroky v adjuvantni chemoterapeutické 1é¢bé CRC jsou limitovany mnozstvim
dostupnych licencovanych 1éC¢iv, které jsou pouzivany po mnoho let. Témito léky jsou
oxaliplatina, 5-fluorouracil, irinotecan a kapecitabin. 5-fluorouracil, ktery se pouziva také
k 1é¢bé rakoviny prsu, zaludku a slinivky bfisni, zistava zakladni lé¢ebnou strategii CRC a je
Siroce pouzivan v kombinaci jak s oxaliplatinou a irinotecanem, tak s jinymi 1é¢ivy, zejména
leukovorinem. 5-fluorouracil je antimetabolit, ktery po konverzi do jeho hlavnich aktivnich
metabolith indukuje, kromé jiného, poSkozeni RNA a DNA. K tomu dochézi inkorporaci jeho
metabolitt do nukleovych kyselin a inhibici thymidylatsyntazy, tedy i nasledné syntézy DNA.
(Bracht a kol., 2010; Vyzula a kol., 2016). Kapecitabin, coz je peroralni fluoropyrimidin,
ktery je pomoci thymidinfosforylazy pieveden na S-fluorouracil, by mohl nahradit infuzni 5-
fluorouracil v 1é¢bé CRC. K pfeméné dochazi prednostné v misté nadoru, kde je aktivita

thymidinfosforylazy vyS$si nez v normalni tkani. Studie ukazuji, ze je kapecitabin minimalné
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stejné¢ 0Cinny jako kombinace 5-fluorouracilu s leukovorinem. V roce 2005 byl tento 1ék

schvalen ve Spojenych statech a Evropé k adjuvantni 1é€bé CRC ve stadiu III (Carrato, 2008).

Vyznamny pokrok v 1é¢bé byl u¢inén diky objevu novych 1€k, véetné biologicky
a to zejména kvili nedostatku prediktivnich a prognostickych markert. Soucasny standard
péce neresekabilniho CRC kombinuje cytotoxickou chemoterapii s biologickymi latkami.
Pouzivanymi biologickymi ¢inidly jsou monoklonalni protilatky proti EGFR — cetuximab
a panitumumab a antiangiogenni inhibitory zacilujici nadorovou vaskularizaci, namitfené proti
VEGF a jeho receptorim — bevacizumab. Studia ukazala, Ze pouZiti cetuximabu s FOLFIRI
chemoterapii (FOL — folinova kyselina, F — 5-fluorouracil, IRI — irinotecan) v prvni linii
vyrazn€ zlepSuje rychlost odezvy, pieziti bez progrese a celkové pieziti pacienti s CRC,
jestlize jsou nositeli wild-typu genu KRAS. Cetuximab byl v kombinaci s FOLFIRI schvalen
v roce 2005. Panitumumab byl v kombinaci s FOLFOX (FOL — folinova kyselina, F— 5-
fluorouracil, OX — oxaliplatina) terapii schvalen o rok pozd¢ji, vykazuje vSak nizsi vliv na
preziti pacienti v porovnani s cetuximabem a FOLFIRI. Jednim z hlavnich problému
Vv klinické aplikaci téchto inhibitori EGFR je zisk rezistence vici lékim. Rezistence se vyviji
jiz béhem nékolika mésicti 1écby cetuximabem ¢i panitumumabem. S touto rezistenci mohou
souviset mutace v KRAS, NRAS, BRAF a dalsich genech ucastnicich se signalizace EGFR,
stejné tak jako overexprese ligandi a receptori EGFR (Seow a kol., 2016). Pro 1é¢bu
metastatického CRC je dale chvalen bevacizumab v kombinaci se standardni chemoterapii,
leukovorinem a irinotecanem. Bevacizumab se vaze na VEGF a brani tak jeho vazbé na
receptory. VEGF je klicovym faktorem podporujicim rGst nadoru, angiogenezi a tvorbu
metastaz. Ve srovnani s pouZzitim samostatné chemoterapie bylo pozorovano vyrazné zlepSeni
Vv pfeziti 1 progresi nadoru. I v tomto piipad¢é je ucinnost 1écby individudlni a mize byt
omezena napiiklad mutacemi v RAS nebo p53 drahach. Kromé bevacizumabu, se G¢inné jevi
nova antiangiogenni léCiva, napiiklad aflibercept a regorafenib, coZz je peroralni inhibitor
intracelularnich kinaz, a¢astnicich se riznych signalnich kaskéad, zahrnujicich VEGFR a RAF
kindzy. Ne¢kolik dalSich biologickych ¢inidel je momentalné ve fazi klinického vyvoje,
napiiklad ramucirumab a vatalanib (Lambrechts a kol., 2013; Seow a kol., 2016; Vyzula
a kol., 2016; Wilson a kol., 2007).

Vyvoj cilenych terapii na zadklad¢ novych prediktivnich a prognostickych biomarkera

zlstava nezbytnym pro zlepSeni 1é¢by CRC (Luo a Xu, 2014).
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3 Cil prace

Cilem experimentalni ¢asti diplomové prace bylo pripravit kombinované
fluorescencné piimo znacené sondy pro gen DCC a geny PIGN, MEX3C a ZNF516, tii
nedavno objevené supresorové geny odpovidajici za chromozomalni nestabilitu. Nasledné
metodou FISH vysetfit status téchto genii na souboru pacientskych vzorka kolorektalniho
karcinomu a ziskana data korelovat s klinickymi udaji. Ke zméndm v poctu kopii geni DCC,
PIGN, MEX3C a ZNF516 dochazi v souvislosti s rozsahem delece na g-rameni chromozomu
18 (18q). Cilem této pilotni studie bylo ovéfit, zda rozsah delece (atim i ztrata konkrétnich

tumor supresorovych gentl) ovliviiuje progndzu ¢i pieziti pacientd.
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4 Material a metody

Metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH) byl testovan soubor 54 pacientd
s diagnostikovanym kolorektdlnim karcinomem v riiznych stadiich vyvoje. Byly pfipraveny
lokusové specifické sondy pro geny DCC, ZNF516, PIGN a MEX3C. Pro pfipravu sond byla
Z bakterii vyizolovana plazmidova DNA, fluorescen¢né naznaCena a purifikovana. Poté byla
na chromozomovych preparatech ovéfena vazebna oblast sondy (specifita sondy). Pouzitim
téchto sond byl sledovan rozsah delece chromozomu 18q a nasledné vyhodnocen vliv rozsahu

delece 18q na celkové preziti pacientii s CRC.
4.1 Material

4.1.1 Pomucky a pristrojové vybaveni

Pti zpracovani experimentdlni casti diplomové prace byly pouzity nasledujici
pomucky a pfistroje: rukavice, mikrozkumavky, pipety a $picky Eppendorf, plastové 1zi¢ky,
navazovaci misky, plastové stficky, odmérné valce, bézné laboratorni sklo, stojanky, plastové
falkony, umélohmotné lahve, kryci skla, led, zamrazovaci ampule, barvici nadobky, filtra¢ni
papir, buni¢ina, flowbox s horizontalnim proudénim vzduchu Thermo Fisher Herasafe,
minicentrifuga Minispin Eppendorf, minicentrifuga Hanil R15 Smart15, termoblok Techne
DRI — BLOCK DB — 2A, vodni lazen Julabo TWS, vaha Sartorius ED423S — OCE,
hybridiza¢ni stanice HyBrite Vysis, temperovana tfepacka New Brunswick Scientific, vortex
Vortex Genie 2 Scientific Industries, termostat Memmert, pH metr, chlazena centrifuga
Schoetter Rotina 420R, Nanophotometer P360 Implen, fluorescen¢ni mikroskop Olympus
BX60, objektiv Olympus LWDCPLAN a software Metasystems ISIS.

4.1.2 Chemikalie a roztoky

Pro jednotlivé experimenty byly pouzity nasledujici chemikdlie a roztoky:
izopropanol, etanol, 3 mol/l octan sodny, chloramfenikol (Sigma), 10% glycerol (1 ml
glycerolu, 1 ml 10x PBS, 8 ml deionizované vody), TE pufr (200 pl 0,5 mol/l TRIS, 200 ul
0,05 mol/l EDTA, 9,6 ml deionizované vody), hybridiza¢ni pufr (5 ml formamidu, 2 ml 50%
dextran sulfatu, 100 pl 10% SDS, 16,5 ul 0,05 mol/l TRIS, 250 ul Salmon sperm, 2 620 pl
deionizované vody), LB médium (20 g média LB, 4,17 g NaCl, 1 1| deionizované vody),
pepsin (Sigma), thiokyanat sodny (Sigma), dihydrat citratu sodného (Aldrich), NaCl,
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KCI-Nay;HPO,4-12H,0, KH,PQO,, formaldehyd, fyziologicky roztok, xylen, NP — 40 (Vysis,
Downers Grove), HCI a NaOH na tpravu pH roztokut, pufr pro proteazu (fyziologicky roztok,
pH 2.0), proteaza (25 mg pepsinu, 50 ml pufru pro proteazu), 0,2 mol/l HCI (17 ml HCI
doplnéno do 1 1 deionizovanou vodou), 10x PBS (80 g NaCl, 2 g KCI, 32,1 g
Na,HPO,4.12H,0, 2 g KH,PO,4, doplnit do 1 | deionizovanou vodou), 10% pufrovany formalin
(4 ml formaldehydu, doplnit do 100 ml PBS), 20x SSC (1,75 g NaCl, 88 g citratu sodného
dihydratu, doplnit do 1 I deionizovanou vodou, pH 5.3), promyvaci roztok I (20 ml 20x SSC,
3 ml NP — 40, doplnit do 1 | deionizovanou vodou, pH 7.0 — 7.5), promyvaci roztok 11 (100 ml
20x SSC, 1 ml NP — 40, doplnit do 1 | deionizovanou vodou, pH 7.0), oplachovaci pufr (100
ml 20x SSC, doplnit do 1 | deionizovanou vodou), roztok na oSetfeni preparatu pied
hybridizaci (81,07 g 1 mol/l thiokyanatu sodného, doplnit do 1 1 deionizovanou vodou), DAPI
Il (Vysis, Downers Grove), kit Jetfilter Plasmid GIGA Kit (Jetstar), kit BioPrime®
Purification Module (Invitrogen), kit BioPrime® Array CGH Genomic Labeling System
(Invitrogen), lepidlo Fixogum a imerzni olej (Olympus).

4.1.3 Soubor pacientu

Pro experiment byly pouzity histologicky ovéfené formalinem fixované, v parafinu
zalité (FFPE) tkanové fezy pacientii s diagnostikovanym CRC v riznych stadiich vyvoje,
které byly poskytnuty Onkologickou klinikou Fakultni nemocnice Olomouc. Jedna se o
pilotni soubor pacientti, u kterého bylo tkolem ovéfit vliv rozsahu delece 18q na progndzu
pacientt. V ramci dal$i prace bude probihat vySetieni statisticky vyznamnéj$iho souboru, jak

retrospektivnich, tak prospektivnich vzorkl pacienti s CRC.
4.1.4 Bakterialni klony

Pro piipravu FISH sond byly pouzity bakterialni klony RP-11837D10 (plazmid
s inzertem DNA sekvence pro gen MEX3C), RP-11879D16 (plazmid sinzertem DNA
sekvence pro gen DCC), RP-11162B22 (plazmid s inzertem DNA sekvence pro gen PIGN) a
RP-11684C19 (plazmid s inzertem DNA sekvence pro gen ZNF516), které byly dodany
firmou Life Technologies Czech Republic s.r.o. Jako selek¢ni antibiotikum pro dané klony
byl pouzit chloramfenikol. Prace probihala v souladu s platnym Oznamenim pro praci
s GMO.
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4.2 Metody

4.2.1 Kultivace bakterii a izolace plazmidové DNA

Bakterialni klony, obsahujici plazmid s inzertem pro dany gen, byly inokulovany do
11 LB média s 20 mg selekcniho antibiotika chloramfenikolu. Bakterie byly kultivovany na
temperované tiepacce pies noc ve 37 °C pii 220 RCF. Céast namnoZenych bakterii byla
pouzita pro izolaci plazmidové DNA, zbytek byl zamrazen pro dal§i pouziti. Plazmidova
DNA byla z bakterii vyizolovana pomoci kitu Jetfilter Plasmid GIGA Kit. Namnozené
bakterie byly 15 min centrifugovany v chlazené centrifuze pii 4 500 RPM a 4 °C, supernatant
byl slit a peleta resuspendovéna ve 125 ml pufru E1 s RNazou. K roztoku bylo pfidano 125
ml lyza¢niho pufru E2 (kit) a po promichéani a 5 min inkubaci byla lyza zatavena ptidanim 50
ml pufru E3 (kit). Roztok byl michan az do chvile, kdy byl homogenni. Poté byl nalit na Giga
Lysate Filter Cartridge (kit) pfipevnény na 0,51 lahev, ponechan 5 min na pokojové teploté
a odsat vakuem. Na filtr bylo naneseno 50 ml promyvaciho pufru E5 (kit), ktery byl nasledné
odsat vakuem. Na Giga DNA Binding Cartridge (kit), pfipevnény na 1 1 lahev, bylo naneseno
200 ml pufru E4 (kit). Ten byl odsat vakuem a vylit. Poté byl nanesen eluat z Giga Lysate
Filter Cartridge a odsat vakuem. Ve dvou opakovanich bylo naneseno a vakuové odsato
275 ml promyvaciho pufru ES (kit). Navdzany plazmid byl eluovdn do Ccisté ldhve
s pfidavkem 100 ml pufru E6 (kit). K eluatu byl ptidan izopropanol (70 % objemu eludtu)
a roztok byl 45 min centrifugovan pii 4 500 RPM a 4 °C. Supernatant byl slit a k peleté bylo
pfidano 5 — 7 ml etanolu. Nasledovala 10min centrifugace, sliti supernatantu a vysuSeni
sedimentu. Po vysuseni byl sediment rozpustén v TE pufru. Koncentrace a Cistota plazmidu
byly zméfeny na Nanophotometru P360 Implen a vzorek byl skladovan pti -20 °C. Tento
postup byl pouzit pro vSechny bakteridlni klony, nesouci plazmidy s inzerty DNA sekvenci

pro geny DCC, MEX3C, PIGN a ZNF516.
4.2.2 Zamrazovani bakterii

Po kultivaci bylo 50 ml média LB media sto¢eno ve chlazené centrifuze a ziskany
sediment byl rozsuspendovan v 5 ml 10% pufrovaného glycerolu. Vysledna suspenze bakterii
byla rozdélena po 1 ml do zmrazovacich ampuli a uskladnéna pti -80 °C pro dal$i pouziti.

Tento postup byl pouZit pro vSechny bakterialni klony.
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4.2.3 Priprava FISH sond

DNA vyizolovanad z namnozenych bakterii byla pouzita pro piipravu FISH sond
pomoci kitu BioPrime® Array CGH Genomic Labeling System. 500 ng plazmidové DNA bylo
doplnéno do celkového objemu 21 pl sterilni vodou. K roztoku bylo pfidano 20 pl 2,5x
random primerd (kit) snaslednym promichanim na vortexu a kratkym stocenim
vV minicentrifuze. Roztok byl inkubovan 5 min ve vodni lazni pti 95 °C, 5 min chlazen na ledu
a kratce stoCen. Poté bylo na ledu ptfidéno 5 pl 10x mix dUTP (kit) a 1,5 pl fluorescencné
zna¢en¢ho dUTP (kit), vSe bylo opét promichdno na vortexu a kratce stoceno. Roztok byl
doplnén 1 pl Exo-Klenowova fragmentu DNA (kit), promichdn, stoen a inkubovan
minimalné 2 hod v termobloku pii 37 °C. Nésledné byl vzorek purifikovan pomoci BioPrime®
Purification Module kitu. Po inkubaci bylo k roztoku pfidano 200 ul Binding pufu B2 (kit).
Po kratkém promichéni a stoCeni byl vzorek pfenesen na purifikaéni kolonu ve sbérné
zkumavce (kit). Ta byla centrifugovana 1 min pii 13 500 g, filtrat byl odstranén a na kolonku
bylo naneseno 650 pl promyvaciho pufru W1 (kit). Ta byla opét centrifugovana nejprve 1 min
pfi 13500 g, poté 2 min pii 13 500 g, za prubézného odstraniovani filtrati. Kolona byla
prenesena do sterilni mikrozkumavky (kit) a bylo na ni naneseno 55 pl elu¢niho pufru E1
(kit). Nasledovala 1 min inkubace na pokojové teploté a 2 min centrifugace pii 13 500 g.
K filtratu bylo pfidano 25 pl Cot-1 DNA, 7,5 pl 3 mol/l octanu sodného a 206 pl 96%
etanolu. Vzorek byl po promichani zchlazen minimalné na 20 min v -20 °C, a poté 15 min
centrifugovan v chlazené centrifuze pti 13 500 g a 4 °C. Supernatant byl odstranén a vzorek
ponechdn v temnu az do vyschnuti. Stejny postup byl pouzit pro kazdy vzorek vyizolované
plazmidové DNA. Pelety pro ptipravu FISH sond DCC a PIGN byly rozpustény v 50 pl
hybridiza¢niho pufru, promichany, sto€eny a inkubovany 10 min pii 37 °C. Vysledné sonda
DCC (znacena zelen€) byla po zavérecné inkubaci kombinovana se sondou ZNF516 (znacena
oranzov¢) a sonda PIGN (znacena zelené) se sondou MEX3C (znaCena oranZové). Smési byly
promichdny a znovu inkubovany po dobu 10 min pii 37 °C. Sondy byly skladovany
v mrazédku pii -20 °C. Specifita pfipravenych dudlnich sond DCC/ZNF516 a PIGN/MEX3C

byla ovétena FISH na chromozomovych preparatech.
4.2.4 Fluorescenéni in situ hybridizace

Jiz ptipravené FFPE fezy pacientskych vzorki na podloZnich sklech byly inkubovany

tiikrat po dobu 7 min v xylenu. Poté nasledovalo dvakrat promyti v 96% etanolu po dobu
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5min a suSeni preparati na vyhiivané plotynce pii 49 °C po dobu 3 — 5 minut. Proces
pokracoval 20 min inkubaci v 0,2 mol/l HCI, 3 min v deionizované vodé, 3 min
V oplachovacim pufru a 20 min v thiokyanatu sodném vyhiatém na 80 °C. Po 1 min chlazeni
na pokojové teploté byla skla inkubovana 1 min v deionizované vodé a dvakrat po 5 min
v oplachovacim pufru. Nasledovalo natrdveni preparatu protedzou. Skla byla na 80 min
umisténa do roztoku pepsinu v piredehfatém proteazovém pufru. Poté byla dvakrat po 5 min
promyta v oplachovacim pufru a 3 — 5 min suSena na vyhiivané plotynce pii 49 °C. Preparaty
byly pifefixovadny ponechanim v 10% pufrovaném formalinu po dobu 10 min. Nésledovalo
dvakrat promyti v oplachovacim pufru po 5 minutach, kratky oplach deionizovanou vodou
a 10 min vysuseni na plotynce pii 49 °C. Roztok sondy byl nanesen na kryci sklicko, kterym
byl zakryt pfipraveny vzorek na skle podloznim. Ptipadnému vysychani sondy bylo
zabranéno zalepenim obvodu kryciho sklicka rubber cementem (Fixogum). Samotna
denaturace/hybridizace probihala v hybridiza¢ni stanici s nastavenim programu: 85 °C, 1 min
a nasledné 37 °C pfes noc. Poté bylo odstranéno kryci sklicko a preparat byl umistén do
promyvaciho roztoku I vyhtatého na 73 °C. Sklicko bylo 3 — 5 sprotfepavano a poté
inkubovéano po dobu 1 min 45 s. Nasledné bylo pieneseno do promyvaciho roztoku II, opét
3 -5 sprotfepavano a inkubovano 30 s. Preparaty byly ponechany volnému zasychéani
V tmavém prostoru po dobu minimaln€ 30 min. Nasledné bylo na kryci sklo naneseno barvici
medium DAPI, kterym byl piekryt vzorek. Takto piipraveny preparat byl vyhodnocen na

fluorescenénim mikroskopu Olympus BX60.
4.2.5 re-FISH

Vzorky tkani kolorektalniho karcinomu jsou casto obtizné na odeCet pod
fluorescenénim mikroskopem a je nutné FISH znovu opakovat (s upravou hybridizacnich ¢i
denaturac¢nich podminek). Zaroven, v nékterych piipadech je k dispozici pouze malo
biologického materialu. Z tohoto diivodu byla na pracovisti zavedena metoda re-FISH. Jedna

se 0 odmyti stavajici a opé€tovné naneseni (stejné ¢i jin€) sondy na jiz pouzity preparat.

Vzorky tkani byly ponechany v 96% etanolu po dobu 3 min. Poté byla odstran¢na
kryci sklicka a podlozni skla se vzorky byla opét ponotfena do 96% etanolu na dobu 3 min.
Preparaty byly na dobu 5 min pieneseny do roztoku formamidu (24,5 ml formamidu, 3,5 ml
20x SSC, 7 ml deionizované vody, pH 7.0 — 7.8), ktery byl pfedehtaty na 73 °C. Nasledovala

inkubace v 75% etanolu, 80% etanolu a 96% etanolu, vzdy po 1 minuté. Po vysuseni skel na
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plotynce pfi 49 °C nasledovalo naneseni fluorescencné¢ znacenych sond, denaturace,

hybridizace a nasledné promyti, dle protokolu FISH.
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5 Vysledky

5.1 Priprava sond pro FISH

Bakterialni klony, obsahujici plazmid s danym inzertem, potiebné pro ptipravu DNA
sond, byly inokulovany do média se selekénim antibiotikem a kultivovany na temperované
ttepaCce. Z bakterii byla vyizolovana plazmidova DNA a vyslednd koncentrace jednotlivych

plazmidt byla méfena na nanophotometru (viz tabulka €. I).

Tabulka €. I: Koncentrace vyizolované plazmidové DNA z danych bakterialnich klont

Sonda pro gen | Bakteridlni klon | Vysledna koncentrace plazmidové DNA
MEX3C RP-11837D10 200 ng/ul
DCC RP-11879D16 184 ng/ul
PIGN RP-11162B22 240 ng/ul
ZNF516 RP-11684C19 168 ng/ul

Vyizolovand DNA byla nasledné pouzita pro piipravu lokusové specifickych sond
pomoci metody Random Primer Labeling s vyuZitim kitu BioPrime® Array CGH Genome
Labeling System. Sondy pro geny ZNF516 a MEX3C byly naznaceny pomoci fluorescenéné
znacen¢ho dUTP (SpectrumOrange) a sondy pro geny DCC a PIGN pomoci dUTP
(SpectrumGreen). Po pfecisténi byla vytvofena jedna dualni sonda pro detekci genu DCC
a ZNF516 a druhd ke sledovani geni PIGN a MEX3C. Specifita sond byla testovana na

chromozomovych preparatech.

Pfipravené chromozomové preparaty byly po hybridizaci s FISH sondami snimany
s vyuzitim CCD kamery a programu ISIS. V pfipadé¢ dualni sondy DCC/ZNF516 Ize
pozorovat vysokou specifitu, nebot’ se na snimku nevyskytuje Zadny signal z jinych oblasti
chromozomu, kde by probéhla hybridizace se sondou (viz obrazek ¢. 12). Po identifikaci
chromozomti se potvrdila vazebna oblast sondy DCC na lokusu 18q21.3, coz odpovida
lokalizaci genu DCC a vazebna oblast sondy ZNF516 na lokusu 18923, tedy mistu lokalizace
genu ZNF516 (viz obrazek ¢. 13).
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Obrazek ¢. 12: Ovéfeni specifity dualni sondy DCC (zelena)/ZNF516 (oranzovd) na

chromozomovych preparatech fluorescenéni in situ hybridizaci

Obrazek ¢. 13: Ovéfeni vazebné oblasti dualni sondy DCC (zelend)/ZNF516 (oranzova) v miste

lokalizace geni DCC a ZNF516 fluorescenéni in situ hybridizaci
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Vysoka specifita hybridizace byla potvrzena i v pfipad¢ duédlni sondy PIGN/MEX3C,
kde také nejsou pozorovany zadné nezadouci signaly (viz obrazek ¢. 14). Potvrdila se i
vazebna oblast sondy PIGN na lokusu 18q21.3, odpovidajici genu PIGN a sondy MEX3C na
lokusu 18921.2, kde se nachazi gen MEX3C (viz obrazek ¢. 15).

Obrazek ¢. 14: Ovéfeni specifity dudlni sondy PIGN (zelend)/MEX3C (oranzova) na

chromozomovych preparatech fluorescenéni in situ hybridizaci
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Obrazek €. 15: Oveéfeni vazebné oblasti dualni sondy PIGN (zelend)/MEX3C (oranzova) v miste

lokalizace genti PIGN a MEX3C fluorescen¢ni in situ hybridizaci
5.2 Analyza aberaci u pacientskych vzorki CRC

Pro tuto praci bylo vybrano 54 pacientli s diagnézou kolorektalniho karcinomu.
Jednalo se 0 31 (57 %) muzi a 23 (43 %) Zen v prumérném veku 67 let. 42 pacientti z daného
souboru podstoupilo chemoterapii, ztoho 4 v kombinaci s avastinem. 37 pacienti bylo
vySetfeno na piitomnost mutace KRAS. U 17 byla potvrzena mutace genu KRAS a u 20
pacientii se vyskytoval wild-type genu KRAS. Pacienti v testovaném souboru se nachazeli
v riznych stadiich nemoci, s rozliSnou lokalizaci CRC (viz graf ¢. 1). Lokalizace C18
odpovidd  zhoubnému novotvaru tlust¢ho stieva, C19 zhoubnému novotvaru

rektosigmoidealniho spojeni a C20 zhoubnému novotvaru koneéniku — rekta (UZIS CR).
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Graf Cislo 1: Rozdéleni souboru pacientt dle stadia a lokalizace CRC

Vzorky pacientll byly analyzovany metodou FISH, za pouziti sond pfipravenych pro
detekci gentt DCC, ZNF516, MEX3C a PIGN. U jednotlivych vzorka bylo hodnoceno vzdy
nejméné 50 jader, a to prostfednictvim fluorescenéniho mikroskopu Olympus BX60.
Cytogenetické abnormality byly hodnoceny vypoctem primérného poctu signala v jadre. Za

deleci byla povazovana hodnota <1,8 (viz tabulka ¢. II).

Tabulka ¢&islo 11: Vyhodnoceni statusu gent MEX3C, DCC, PIGN a ZNF516 u pacientskych vzorkd

kolorektalniho karcinomu

Cislo MEX3C (prlimérny DCC (prtimérny PIGN (pramérny ZNF516 (primérny
pacienta pocet kopii) pocet kopii) pocet kopii) pocet kopii)

8627 1,82 2,04 1,92 2,04
8611 2,36 2,03 2,36 2,04
7647 2,125 2,02 2,125 2,02
7009 2,25 2,15 2,08 2,13
8993 1,596 1,686 1,617 1,65
6839a 2 1,924 1,875 1,5283
6276 2,196 2,159 2,098 1,95
4389 2,09 2,143 2,09 1,86
6161 1,98 2,078 1,92 2,06
7291 1,667 2,295 1,84 1,977
6562 1,859 1,68 1,436 1,397
7688 2,18 2,5 2 2,25
7667 1,915 1,94 1,489 1,33
8746a 1,302 1,989 2,166 1,479
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Cislo MEX3C (priimérny DCC (primérny PIGN (pramérny ZNF516 (pramérny
pacienta pocet kopii) pocet kopii) pocet kopii) pocet kopii)

7008a 2,58 2,057 2,75 2,075
8317 1,7 2,032 2,18 1,709
7561 2,37 2,098 1,608 1,53
7853 1,787 1,161 2,36 2,118
8748 2,16 2,204 1,323 1,688
5249 2,08 2,08 2,051 2,08
7790 2,19 1,247 2,01 1,071
7947 2,11 2,01 2,11 2,04
8558 2,437 2,626 2,747 2,637
6900 1,758 1,68 1,747 1,637
4576 2,06 2,022 2,01 2,054
6005 1,04 2,277 1,606 2,33
8822 2,48 2,489 2,217 2,655
7643a 2,2 1,592 2,04 1,592
7019 1,604 1,612 1,604 1,612
5707 1,968 2,077 2 1,798
8843 1,647 1,585 1,647 1,15
7899 2 1,745 2 1,745
8793 1,66 1,89 1,598 1,78
8900 1,578 1,72 1,578 1,72
6164 1,674 1,561 1,652 1
8832 2,11 2,22 2,11 2,22
6553 1,316 1,49 1,737 1,196
7933 1,574 1,881 1,486 1,373
9050 1,14 1,438 1,263 1,167
4608 1,362 1,306 1,345 1,122
7412 1,377 1,329 1,377 1,235
5992 1,537 1,618 1,5 1,273
4984 1,102 1,23 1,237 1,269
8175 1,164 1,725 1,382 1,647
7776 1,5 1,404 1,666 1,365
5990 1,333 1,42 1,614 1,26
8191 1,309 1,22 1,345 1,296
7579 1,327 1,304 1,473 1,357
5963 1,32 1,529 1,528 1,569
8873a 1,362 1,48 1,414 1,442
7913 1,283 1,377 1,358 1,472
8534 1,053 1,208 1,14 1,094
6082 1,385 1,108 1,519 1,077

49




Cislo MEX3C (priimérny DCC (primérny PIGN (pramérny ZNF516 (pramérny
pacienta pocet kopii) pocet kopii) pocet kopii) pocet kopii)
7909 1,962 1,673 2,019 1,618

Uvedené hodnoty pacientskych vzorkil byly statisticky zpracovany. Vysledny pramér
poctu kopii genu MEX3C byl 1,75 £+ 0,43, genu DCC 1,79 + 0,38, genu PIGN 1,78 + 0,37

a 1,66 £ 0,41v pripad¢ genu ZNF516 (viz graf ¢. 2). Vzhledem k tomu, ze median poctu kopii

sledovanych genti byl ve vSech ptipadech < 1,8, delece kazdého z genii byla Castou udalosti

ve vzorcich kolorektalniho karcinomu.

CH18q

o Median
[0 253-75%
T Min-Max

MEXZC

oCC FIGN  ZNF51&

Graf ¢islo 2: Median poctu kopii gent MEX3C, DCC, PIGN a ZNF516 na chromozomu 18q

u pacientskych vzorkt

Dale byl neparametrickym testem ANOVA pro opakovand meéfeni statisticky

vyhodnocen rozsah delece v oblasti chromozomu 18q. Sledované geny jsou na chromozomu

18q umistény v potfadi MEX3C, DCC, PIGN a ZNF516 ve sméru od centromery k telomete

(viz obr. 10). Lze vsak pozorovat, ze prumérné hodnoty poctu kopii genti smérem k telomete

klesaji (p=0,01), zejména v piipad¢ genu ZNF516 se jednalo o vyznamny posun delece (viz

graf €. 3). Hodnota hladiny statistické vyznamnosti byla 1 %.
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Graf Cislo 3: Rozsah delece genit MEX3C, DCC, PIGN a ZNF516 na chromozomu 18q

Rovné€z byl u souboru pacienti sledovan median pieziti. I pfes nizky pocet
vySetfenych pacientli, byl nalezen trend mezi deleci ZNF516 a ptezitim pacientl. Vyznam
ZNF516 pro celkové preziti, ktery je nezavisly na pohlavi, pfitomnosti metastdz, stadiu
tumoru 1 terapii, se jevi jako trend (p=0,049) na 10% hladiné¢ vyznamnosti. Statistické
vysledky ukazuji, Ze pacienti s hodnotami poctu kopii genu ZNF516 >1,5 ptezivaji déle (viz
graf ¢. 4). Gen ZNF516 se tedy jevi jako dilezity faktor celkového preziti pacientdi, pro

kvalitni zhodnoceni tohoto parametru je vSak potifebné proSettit v&tsi soubor pacienttl.
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Graf cCislo 4: Zavislost celkového preziti na statusu genu ZNF516 u pacientti s kolorektalnim

karcinomem, OS = doba od diagn6zy do umrti nebo posledni kontroly
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6 Diskuze

Cilem praktické ¢asti diplomové prace bylo zjistit status genit DCC, MEX3C, PIGN
a ZNF516 u pacienti s kolorektalnim karcinomem, a to zejména se zaméfenim na rozsah
delece 18q a zavislost celkového preziti pacientl. 18q je nejcastéji deletovanou oblasti CRC
aje povazovan za negativni prognosticky faktor tohoto onemocnéni. Ne vSechny studie ale
potvrzuji spojitost mezi deleci 18q a kratSim prezitim pacientd (Popat a kol., 2007).
V mnohych studiich nebyl zvazovan podil mikrosatelitové nestability (Ogino a kol., 2009)
arozsah delece chromozomu 18q, které mohli vyrazn¢ zkreslit vysledky celkového pieziti
pacientli, proto se prace na rozsah delece 18q zaméfila. S vlivem delece 18q v CRC mize
souviset pfitomnost tumor supresorovych genii, které vSak jesté nebyly identifikovany. Za
potencidlné¢ odpovédny tumor supresorovy gen je po delsi dobu povazovan DCC (Popat
a kol., 2007). Jak bylo zminéno v kapitole 5, Burrell a kolektiv (2013) identifikovali tii nové
CIN — supresorové geny ZNF516, PIGN a MEX3C v oblasti dlouhého ramene chromozomu
18, které by mohly byt zodpovédné za vznik strukturnich a numerickych chromozomalnich
aberaci. Timto navrhli dalsi potencialni tumor supresorové geny, které by pravé u CRC mohly
zodpovidat za negativni prognosticky vyznam delece 18q. Pfesny mechanizmus u CRC vSak

jesté€ neni znam a jejich podil na progndze pacientll je potieba stanovit.

Problémem pfi vySetfovani FFPE vzorki byva €asto nedostatek materidlu. Bohuzel, na
komerénim trhu dosud neexistuji kombinované DNA FISH sondy pro geny DCC, ZNF516,
PIGN a MEX3C, které by umoznily racionalizovat spotfebu biologického materialu. Z tohoto
divodu jsme izolaci bakterialnich plazmidil s inzertem a néslednym fluorescencnim zna¢enim
(SpectrumOrange a SpectrumGreen) pfipravili dudlni DNA lokusové specifické sondy LSI
DCC/ZNF516 a LSI PIGN/MEX3C. Na chromozomovych preparatech byla verifikovana
vysoka specifita vazby v jejich ocekavanych vazebnych oblastech. Nebyly pozorovany zadné
nespecifické signdly, nedoSlo tedy ke zkiiZzené hybridizaci. Zaroven, kvalita sond byla
piipravené kity byly pouzity nejen pro vysetieni naSeho souboru pacientti s CRC, ale operacni

postup vyroby byl zaroven poskytnut pro jejich komercionalizaci.

Metodou FISH s pouzitim fluorescenéné znaCenych sond byl vySetien soubor 54

pacientl s diagndzou kolorektalniho karcinomu v rtizném stddiu nemoci. Pacienti se nachdzeli
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v primérném veku 67 let a byli testovani na cytogenetické abnormality chromozomu 18q,
respektive status genit DCC, ZNF516, PIGN a MEX3C, a celkové pfeziti s tim spojené.

Cytogenetické abnormality byly hodnoceny stanovenim priimérného poctu kopii genii
v jadre. Pro statistické vyhodnoceni byl jako spojitd proménnd uvazovan prumérny pocet
kopii jednotlivych gent v jadie u kazdého pacienta, tak zaroven jako kategorialni proménna
pfitomnost/neptitomnost delece genu. Za deleci byla povazovana hodnota <1,8. Statisticka
analyza dat byla zpracovédna softwarem STATISTICA, verze 12. Median poctu kopii genii
DCC, ZNF516, MEX3C a PIGN vjadie byl ve vSech piipadech niz§i nez <I,8.
V pacientskych vzorcich CRC dochazelo k ¢astym udalostem delece vSech sledovanych geni.
Timto byl potvrzen nejen frekventovany vyskyt delece chromozomu 18q v kolorektalnim
karcinomu, a s tim spojovana delece genu DCC (Popat a kol., 2007), ale také Casta delece
CIN — supresorovych geni v CRC (Burrell a kol., 2013). Gen MEX3C je lokalizovan
v lokusu 18q21.2, zatimco gen ZNF516 v telomerické oblasti 18q23 (GTR). Vysledky
poukazuji na to, ze delece 18q v CRC zahrnuji pomérn¢ velkou ¢ast chromozomu. Pro blizsi
zhodnoceni rozsahu delece 18q by bylo dobré zahrnout do testovani geny lokalizované jesté
blize centromete, naptiklad potencialni tumor supresorovy gen SMAD4 (Tanaka a kol.,
2006). Pro zhodnoceni rozsahu delece 18q byl pouzit neparametricky test ANOVA pro
opakovana méfeni. Sledované geny jsou na chromozomu umistény v pofadi MEX3C, DCC,
PIGN a ZNF516 ve sméru od centromery k telomefe. Vysledky znaci, Ze primérné pocty
kopii genli smérem k telomete klesaji (p=0,01). Tato data ukazuji, ze se delece chromozomu
18g nachazi u CRC v rizném rozsahu. Mohlo by se tedy jednat o mozny mechanizmus
ptispivajici ke vzniku a vyvoji kolorektalniho karcinomu. Studie, zvazujici vyznam delece
18q pro prognézu pacienta pak mohou byt nekonzistentni pravé z divodu toho, ze se
nezaobiraji rozsahem delece (Ogino a kol., 2009; Popat a kol., 2007; Tanaka a kol., 2006;
Tanaka a kol., 2009). Potvrzeni této myslenky by mohlo znamenat novy pohled na 1é¢bu

nemoci.

Gen DCC je deletovan ve zhruba 70 % nadort tlustého stifeva a kone€niku. Jiz pted 20
lety byl navrzen jako tumor supresorovy gen. I ptes studie podporujici roli DCC v CRC, jsou
udaje nekonzistentni a prognosticky vyznam DCC nebyl nikdy spolehlivé prokdzan (Mehlen
a Fearon, 2004, Popat a kol., 2007). Popat a Houlston (2005) hodnotili sedmnact studii
vybranych dle ptisnych kritérii, ktera poskytuji vhodna data pro meta — analyzu. V nékterych

studiich je podpofen ndzor, Ze 18q delece/ztrata exprese DCC predpovida krat$i preziti
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pacient?l ve stadiu II/III. Spatna progndza spojena s 18q fenotypem byla vyhodnocena jak ve
studiich hodnoticich DCC ptimo ¢i genotypizaci zahrnujici mikrosatelity, tak v téch, kde byly
markery mapovany na genomové¢ oblasti bez DCC. Tato data ukazuji, Ze Spatnd progndza
nemusela byt zcela zapfi¢inénd genem DCC, nicméné stale se jedna jen o maly pocet
realizovanych studii. Problémem ve vysloveni zavéru ziistdva heterogenita mezi studiemi.
Ptehled idajii naznacuje, ze genomova oblast kolem a véetné¢ DCC hraje vyznamnou roli
v prognoze CRC, avSak uloha samotného DCC v karcinogenezi mize byt pomérné mala.
Vyznamnost delece v oblasti 18q tak miize byt ve skuteCnosti dana ztratou jiného,
ptidruzeného genu, prostfednictvim spole¢né genomické ztraty (Popat a Houlston, 2005). Pti
hodnoceni rozsahu delece byl zaznamenan vyznamny pocet deleci (p=0,01) genu ZNF516 (pfi
hladin€ statistické vyznamnosti 1 %). Vysoka urovenn delece ZNF516 pozorovana
u testovanych pacientskych vzorki CRC tak naznacuje, Ze by pravé tento gen mohl

determinovat deleci DCC, ptipadné i ostatnich genti zahrnutych v pozorovani.

U testovanych pacienti s CRC byl sledovan median pieziti. Testovany soubor
pacientli byl pomérné maly (jedna se o pilotni studii), ale i pfesto byl nalezen trend (p=0,049)
mezi deleci genu ZNF516 a celkovym pfezitim pacientl, s 10% hladinou vyznamnosti.
Vysledky ukazuji, ze pacienti s hodnotami poctu kopii genti >1,5 ptezivaji 1épe. Celkové
pieziti pacientii bylo vyhodnoceno nezéavisle na pohlavi, pfitomnosti metastdz, stadiu tumoru
¢i terapii. Timto se vymezilo hodnoceni celkového pieZiti hlavné na rozsah delece 18q.
Z ptedbéznych vysledkl se status genu ZNF516 jevi jako vyznamny faktor pfeZziti a jeho
delece vede ke statisticky vyznamnému zkraceni pieZiti pacientd s nddorem tlustého stfeva
a konecniku. Mohlo by se tedy jednat o vhodny marker pro progn6zu onemocnéni CRC. Na
druhou stranu, ve zhodnoceni preZiti pacienti nebyl zohlednén mozny vliv mikrosatelitové
nestability, jejiZ pfitomnost v CRC je spojovana s lepSimi prognostickymi vysledky (Ogino
akol., 2009). Pro potvrzeni vyznamu ZNF516 v CRC planujeme prosetiit vétsi kohortu
pacientli a zahrnout mozny vliv mikrosatelitové nestability na celkové preziti. Nicméné, Zinc
finger proteiny se obecné ucastni bunécnych déju jako je proliferace, diferenciace a apoptoza
(GeneCards) a konkrétné ZNF516 je transkripéni regulator zapojeny do diferenciace hnédé
tukové tkané (Dempersmier a kol., 2015). Ac¢koli se jedna o pomérné nedavno objeveny gen
a jeno mechanizmus v CRC neni znam (Burrell a kol., 2013), pravé prostiednictvim této své
aktivity by v jinych drahach mohl pasobit jako tumor supresorovy gen. Dalsi studie poukazuje
na odliSnou metylaci promotoru ZNF516 v normélnich bunikich v porovndni s buiikami

rakoviny de€lozniho ¢ipku. OdlisSny stav metylace promotoru jej pfredstavuje rovnéz jako
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vhodny marker pro detekci rakoviny délozniho ¢ipku (Brebi a kol., 2014). Tato studie
ptispiva k ndzoru, ze by gen ZNF516 opravdu mohl byt tumor supresorovym genem, a tim

podporuje i jeho moznou tlohu v CRC.
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7 Zaver

Delece chromozomu 18q je ¢astou udalosti v kolorektalnim karcinomu a ziistava po
dlouhou dobu velmi atraktivnim tématem pro vyzkum v radmci mechanizmu vzniku tohoto
onemocnéni. VIiv delece 18q na progndzu pacientli s diagndézou rakoviny tlustého stfeva
a konecniku je vsak stale pfedmétem diskuzi. Doposud nebyl jednoznacné prokézén tumor
supresorovy gen, ktery by se v této oblasti nachazel a byl zodpovédny za negativni vliv delece
na prognézu. Prace se zaméftila na provefeni statusu potencialnich tumor supresorovych gent
DCC, MEX3C, PIGN a ZNF516 lokalizovanych v oblasti 18q u pacienti s kolorektalnim
karcinomem. Vysledky experimentu naznacuji, ze delece chromozomu 18q zahrnuje pomérné
velkou ¢ast chromozomu a u pacientll ji nalézame V riizném rozsahu. Rozsah delece 18q (t;.
zahrnuti vSech ¢i jen nékterych ze sledovanych gent) by mohl hrat dilezitou roli v prognéze

pacientli s CRC ¢i poslouzit pii hledani potencialniho terapeutického cile.

V ramci vySetfovani rozsahu delece chromozomu 18q u vzorkd kolorektalniho
karcinomu dochézelo ke ztratdm vsech sledovanych gent. NejCastéji byla zaznamenana
delece genu ZNF516. Navic, i pfes maly soubor vySetfenych pacienti, byl nalezen trend mezi
deleci ZNF516 a celkovym ptezitim pacientil. Dle pfedbéznych vysledkii se gen ZNF516 jevi
jako dilezity prognosticky faktor nemoci a jeho delece vede ke statisticky vyznamnému
zkraceni preziti pacienti. Tyto zavéry planujeme ovéfit na vétsi kohorté retrospektivné
I prospektivné ziskanych pacientt, a pokud by se potvrdily, bylo by pfinosné zatradit vysetieni

genu ZNF516 do rutinni diagnostiky.
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9 Seznam pouzitych zkratek a symbolu

179 — Kratké rameno chromozomu 17

18q — Dlouhé rameno chromozomu 18

ADD - Adiction Dependence Domain

AKT — Fosfatidylinositol — 3 kinaza protein kinazova draha

APC — Adenomatous Polyposis Coli

BMI — Body mass index

BRAF — B-Raf proto — onkogen

CIMP — CpG island hypermethylator phenotype

CIN — Chromosomal instability — chromozomalni nestabilita

CK1 — Kasein kinaza 1

CRC - Kolorektalni karcinom

CtBP — C-terminal Binding Protein

DCC - Deleted in Colorectal Carcinoma

DNMT — DNA metyltransferazy

DNMT3B — DNA (Cytosine-5-)-Methyltransferase 3 Beta

EGFR — Epidermal Growth Factor Receptor

FOLFIRI — FOL — folinova kyselina, F — 5-fluorouracil, IRl — irinotecan
FOLFOX — FOL- folinova kyselina, F — 5-fluorouracil, OX — oxaliplatina
GPI — Glykofosfatidylinositolova kotva

GSK3 - Glykogen syntaza kinaza 3

GTP/GDP — Guanozin trifosfat/guanozin difosfat

HDACL1 - Histone Deacetylase 1

HNPCC — Hereditary non — polyposis colorectal cancer

HRAS — Transforming Protein P21

KRAS — Kirsten Ras

MAPK — Mitogenem aktivovana protein kinazova draha

MDM2 — Mouse double minute 2 homolog

MDMX — Mouse Double Minute 4 homolog

MEK — Mitogen-activated Protein Kinase/Extra-cellular Signal-regulated Kinase
MEX3C — Mex-3 RNA Binding Family Member C

MLH1 — Homolog MutL

MMR — Mismatch repair systém

MSH2 — MutS homolog 2

MSH6 — Homolog MutSa

NRAS - Transforming Protein N-Ras

pl5 — P15 protein

p21 — Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 1

PCNA — Proliferating Cellular Nuclear Antigen

PI3K — Fosfatidylinositol 3 — kinaza

PIGN — Phosphatidylinositol Glycan Anchor Biosynthesis Class N
PMS2 — Homolog MutL

RBMS3 — RNA Binding Motif, Single Stranded Interacting Protein 3
RIG-1 — Retinoic Acid Inducible Gene-1

SAC — Spindle assembly checkpoint

SMAD2 — SMAD Family Member 2

SMAD3 — SMAD Family Member 3
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SMAD4 — SMAD Family Member 4

TCF — T-cell factor

TGF-B — Transforming Growth Factor 8
TLE-1 — Transducin-like Enhancer Protein 1
TNM — Tumor, node, metastases

TP53 — Tumor Protein p53

UPC1 — Uncoupling Protein 1

VEGF - Vaskularni endotelialni rustovy faktor
WHO - Svétova zdravotnicka organizace
ZNF516 — Zinc-finger Protein 516

BTrCP — B-transducing Repeat-containing Protein
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