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Suhrn

Kolorektalny karcindm je jedno z najéastej$ich nadorovych ochoreni a predstavuje
vazny globalny zdravotny problém. Dlhé rameno chromozému 18 podlieha delécidm vo
vaésine pripadov kolorektalneho karcindmu. V tejto savislosti bol v 90. rokoch 20. storocia
identifikovany gén Deleted in Colon Cancer (DCC) ako potencionalny tumor supresorovy
gén leziaci na dlhom ramene chromozomu 18, jeho vyznam je vSak dodnes predmetom
diskusii. RecentnejSie boli identifikované dalSie 3 gény takisto na dlhom ramene
chromozomu 18 ato: Zinc finger protein 516 (ZNF516), Mex-3 RNA Binding Family
Member C (MEX3C) a Phosphatidylinositol Glycan Anchor Biosynthesis Class N (PIGN).
U tychto génov bola popisana supresorova aktivita na chromozomalnu instabilitu.
Chromozomalnou instabilitou sa vyznacuje az 70 % vSetkych sporadickych foriem
karcinomu kolorekta. Vysledkom chromozomalnej instability st celogendmové alternacie
ako delécie, aneuploidie a straty heterozygozity. Vyskyt chromozomalnej instability je

spojeny s nepriaznivou progndzou a rezistenciou na chemoterapeutika.

V experimentalnej Casti tejto prace bol vySetreny stibor 174 pacientov s diagndzou
kolorektalny karcinom metodou interfaznej fluorescencénej in situ hybridizacie s cielom
zistit’ rozsah delécie a jej vplyv na toto ochorenie. VySetrované boli vSetky zo spomenutych
Styroch génov. Zo Statistickych vysledkov vyplynulo, Ze najastejSie su tieto gény
deletované spolu v skupine, pricom delécii samostatne najcastejSie podlicha gén ZNF516.
Analyza prezitia pacientov preukazala signifikantne lepsie prezitie pacientov bez delécie ako
pacientov s kombinaciami delécii menovanych génov. Pacienti s deléciami maji podla
analyzy 2,9-4,9 krat vacsie riziko tmrtia v porovnani s pacientmi bez delécie. TaktieZ bola
pozorovana Statisticky vyznamna asociacia génu MEX3C s génom Kristen Rat Sarcoma
Viral oncogene homolog (KRAS), kedy sa pri deletovanom MEX3C zvysil podiel mutacii
KRAS. Delécie génov ZNF516, PIGN, MEX3C a DCC boli v tejto praci potvrdené ako
faktory ovplyviiujuce prezitie pacientov s kolorektadlnym karcindmom, avSak mechanizmus

ich vplyvu na tumorigenézu ostava nejasny.



Summary

Colorectal cancer is one of the most common cancers and represents a serious global
health problem. The long arm of chromosome 18 undergoes deletions in most cases of
colorectal cancer. In this context, the Deleted in Colon Cancer (DCC) gene was identified
in the 1990s as a potential tumour suppressor gene lying on the long arm of chromosome 18,
but its significance is still discussed. More recently, additional 3 genes have also been
identified on the long arm of chromosome 18, namely: Zinc finger protein 516 (ZNF516),
Mex-3 RNA Binding Family Member C (MEX3C) and Phosphatidylinositol Glycan Anchor
Biosynthesis Class N (PIGN). Suppressor activity on chromosomal instability has been
described for these genes. Up to 70 % of all sporadic forms of colorectal cancer are
characterized by chromosomal instability. Chromosomal instability results in whole genome
alterations such as deletions, aneuploidy, and loss of heterozygosity. The occurrence of
chromosomal instability is associated with adverse prognosis and resistance to

chemotherapeutic agents.

In the experimental part of this work, a set of 174 patients with colorectal cancer
diagnosis were investigated using the interphase fluorescence in situ hybridization method
to determine the extent of the deletion and its effect on the disease. All four genes were
investigated. Statistical processing of the results revealed that most often these genes are
deleted together in the group, whereas the ZNF516 gene solely is the most frequently subject
to deletion. Patient survival analysis showed significantly better survival of non-deletion
patients than patients with combinations of deleted genes. Patients with deletion have,
according to analysis, 2.9-4.9 times higher risk of death compared to patients without
deletion. Also, a statistically significant association of the MEX3C gene with the Kristen Rat
Sarcoma Viral oncogene homolog (KRAS) gene was observed, in which the deleted MEX3C
increased the proportion of KRAS mutation. Deletions of the ZNF516, PIGN, MEX3C and
DCC genes have been confirmed in this work as factors affecting the survival of colorectal

carcinoma patients, but the mechanism of their effect on tumorigenesis remains unclear.
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Zoznam pouzitych skratiek

APC — Adenomatous Polyposis Coli

AURKA — Aurora Kinase A

BFB — bridge-fusion-bridge

BUB — budding uninhibited by benzimidazoles
CABLES1 — Cdk5 and Abl enzyme substrate 1
CBP — CREB-binding protein

Cdk — cyklin dependentna kinaza

CIMP — CpG island methylator phenotype
CIN — chromozomalna instabilita

CKlo — casein kinase la

CRC — kolorektalny karcindém

DAPI — 4' 6-diamidino-2-fenylindol

DCC — Deleted in Colon Cancer

EDTA — kyselina etyléndiamintetraoctova
EGFR — Epidermal Growth Factor Receptor
FFPE — fixované vo formaline a zaliate v parafine (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded)
FISH — fluorescenéna in situ hybridizacia
Grb2 — growth factor receptor-bound protein 2
GSK3a — gylcogen synthase kinase 3 o
hMSH2/6 — mutS homolog 2/6

hRod — human Rough Deal

hZw10 — human ZW10 interacting protein-1
hZwilch — human Zwilch

IGF1 — insulin-like growth factor 1
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KRAS — Kristen Rat Sarcoma Viral oncogene homolog

LB - Luria-Bertani

LOH — strata heterozygozity (Loss of heterozygozity)

LSI — lokusovo $pecificka sonda (locus specific identifier)

MAD — mothers against decapentaplegic

MAPK — mitogénom aktivovana protein kindaza

MCC — mitotic checkpoint complex

MDM2 — Mouse double minute 2 homolog

MEK — Mitogen-activated protein kinase kinase

MEX3C — Muscle excess 3 homologue C

MMR — mismatch repair

MSI — mikrosatelitova instabilita

mTOR- mammalian target of rapamycin

PBS — Phosphate-buffered saline

PGC1la — Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha
PI3K/AKT — phosphatidylinositol 3-kinase — protein kinase B

PIGN — Phosphatidylinositol Glycan Anchor Biosynthesis Class N
RAF- rapidly accelerated fibrosarcoma

RBMS3 — RNA Binding Motif Single Stranded Interacting Protein 3
RKHD — RING Finger and KH-domain

SAC - kontrolny bod zostavenia deliaceho vretienka (spindle assembly checkpoint)
SMAD4/SMAD2 — Mothers Against Decapentaplegic Homolog 2/4
SOS - son of sevenless

SSC - saline-sodium citrate
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TCF/LEF — T-cell factor/lymphoid enhancing factor
TGF-p — Transforming growth factor

TRIS — tris-(hydroxymetyl)-aminometan

UCP1 — uncoupling protein 1

Wnt — Wingless/Integrated

ZNF516 — Zinc finger protein 516



1 Uvod

Kolorektalny karcindbm patri celosvetovo medzi jedno z najcastejSich nadorovych
ochoreni s najvaésim vyskytom v rozvinutych krajinach a predstavuje tak vyznamny

globélny zdravotny problém.

U sporadickej formy, ktora je naj¢astejSou formou kolorektalneho karcinomu, vykazuje
65-70 % pripadov chromozomalnu instabilitu. Chromozomalna instabilita je typ genomickej
instability, pri ktorej dochadza k mnohopocetnym genetickym alternaciam ako su delécie,
aneuploidie, translokacie, inverzie a podobne. Vyskyt chromozomalnej instability je spajany
s horSou progndzou ochorenia ale aj rezistenciou na chemoterapeutikd, nakol’ko instabilita
predstavuje pre rakovinové bunky adaptacny nastroj na selektivne tlaky Vv procese
tumorigenézy. V¢asnou diagnostikou vyskytu chromozomalnej instability by bolo mozné
presnejSie stanovit progndzu, ale aj nastavit’ liebu ochorenia. Mechanizmus vzniku
chromozomalnej instability nie je celkom pochopeny, je vSak zjavna jeho diverzita
a dosledky na genom. Na identifikaciu novych klinicky aplikovateI'nych biomarkerov je
potrebné hlbsie porozumenie celkového mechanizmu vzniku instability a jeho dopadu na
priebeh nadorovych ochoreni akym je aj kolorektalny karcindbm ale aj mnohé iné

onkologické diagnézy.

Novo identifikované potencionalne supresorové gény vo vzt'ahu ku chromozomalnej
instabilite su lokalizované na dlhom ramene chromozomu 18, ktoré je v kolorektalnom
karcinome predmetom Castych delécii. Ich preukazatelny vplyv na supresiu
chromozomalnej instability v klinickych vzorkach od pacientov by v budicnosti mohol
pomoct’” k objasneniu mechanizmov instability ako aj ku objavu novych vyznamnych

biomarkerov a cielov pre chemoterapeutika.



2 Ciele prace

Kolorektalny karcinom (CRC) patri medzi najcastejSie diagndzy v onkoldgii. U pacientov
s CRC byva casto popisovana delécia v oblasti chromozému 18q. Predpoklada sa, ze hlavny
vyznam pre prognézu ma zahrnutie génu DCC (Deleted in Colon Cancer), avsak jeho

vyznam nebol nikdy presvedCivo preukazany.

Novo boli v oblasti 18q detegované d’alsie 3 gény (MEX3C, PIGN a ZNF516), hrajtce
ulohu v chromozomalnej instabilite. Ciel'om tejto prace je overit, ¢i rozsah delécie (a teda
spektrum do delécie zahrnutych génov) moéze hrat’ ulohu v predikcii, lie€be ¢i progndze

ochorenia.



3 Literarny prehlad
3.1 Epidemiolégia kolorektialneho karcinomu

Zhubné novotvary hrubého creva akoneCniku patria k jednym z najcastejSich
nadorovych ochoreni na svete. Podl'a recentnych Statistik sa odhaduje ako 3. najcastejSie
zhubné nadorové ochorenie celosvetovo (priblizne 1,85 miliona odhadovanych novych
pripadov za rok 2018) a 2. najcastejSie v Eurdpe (priblizne 0,5 miliona odhadovanych
novych pripadov za rok 2018). Staty zapadnej a strednej Eurdpy vykazuji dlhodobo
celosvetovo najvyssie incidencie. Medzi krajiny s najvac¢sou incidenciou patria Mad’arsko,
Slovensko, Slovinsko a Nérsko (vid graf &. 1). Ceska republika je na 15. mieste v ramci celej
Eurdpy. Naopak krajiny juznej Azie a Afriky vykazuju celosvetovo najniz§ie incidencie
(Bray et al., 2018).

Nérast incidencie v priebehu rokov sa pripisuje najmid zmenadm v stravovacich
navykoch, zvysenej obezite a zivotnému $tylu spojenému s nizkou fyzickou aktivitou. Zo
stravy ma najvacsi vplyv zvyseny prijem mastnych jedal, alkoholu a naopak nizky prijem
ovocia a zeleniny (Arnold et al., 2017; Larsson et Wolk, 2006; Renehan et al., 2008; Samad
et al., 2005). Ako protektivne boli preukazané nasledujuce faktory: pravidelné uzivanie
aspirinu, uzivanie estrogénu po menopauze a pravdepodobne aj prijem vitaminu D (Lin et

al., 2012; Ma et al., 2011; Rothwell et al., 2011).

Odhadovana mortalita medzi zhubnymi naddorovymi ochoreniami je U kolorektalneho
karcinomu (CRC) 2. najvyssia na svete, tvori 9,3 % tmrti zo vSetkych zhubnych nadorovych
ochoreni (Bray et al., 2018). So stupajticou incidenciou je mozné sledovat’ aj klesajiucu
mortalitu hlavne vo vyspelych krajinach, ako napr. v Severnej Amerike, Australii a Novom
Z¢élande a viacsine Eurdpskych krajin. Mozno to pripisovat’ najmd adopcii pokrocilych
postupov Vv oblasti liecby a manazmentu kolorektalnych karcinomov (van Steenbergen et al.,
2009). Ako priklad mozno uviest kolonoskopiu alebo sigmoidoskopiu ¢i podobné
vySetrenia, ktoré maju za ciel odhalenie a pripadné odstranenie adenémovych polypov
hrubého ¢reva. Skriningové testy pomahaju zniZovat’ incidenciu aj mortalitu z dlhodobého
hladiska (Levin et al., 2008). Niektoré krajiny Latinskej Ameriky, Karibiku a Azie vykazuja
stipajucu mortalitu za posledné roky, ¢o modze vysvetlovat limitovana zdravotnicka
infrastruktura ako aj pristup pacientov k lekarskej pomoci, ¢o vedie k odhaleniu diagnozy

v neskorych Stadiach (Arnold et al., 2017).
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Graf ¢. 1: Incidencia svetového vekovo Standardizovaného vyskytu kolorektalnych
zhubnych nadorov v Eurdpsky krajinach. Udaje z roku 2018. Zdroj: GLOBOCAN 2018
(http://gco.iarc.fr/)



3.2 Formy kolorektilneho karcinému

Z pohl'adu poévodu vzniku CRC rozliSujeme 3 hlavné formy vyskytu:

e Hereditarna forma
e Familiarna forma

e Sporadicka forma

Hereditarna forma je najmenej castou formou s vyskytom asi 5-7 % vSetkych CRC.
Jedna sa o CRC sjednoznacnou genetickou predispoziciou. Rozdeluje sa dalej na

polypdzne a nepolypdzne skupiny.

Familiarna forma predstavuje asi 25 % vsetkych pripadov CRC. Jedna sa o zdanlivo
hereditarne ochorenia s vyskytom Vv rodinach, avSak bez znamok pritomnosti znamych
genetickych zmien. Moznou pri¢inou je pravdepodobne kombindcia environmentalnych

a genetickych faktorov a celkového Zivotného §tylu. (Armelao et de Pretis, 2014).

Sporadicka (nehereditarna) forma je najcastejSou formou CRC pri ktorej pacienti
nemaju rodinnu historiu tohto ochorenia. Ide 0 70 % vsetkych CRC. Za hlavné etiologické
pri¢iny sa povazuji environmentalne a stravovacie navyky. ZvySeny vyskyt je najmi

u pacientov nad 50 rokov (Mlkva, 2016; Stewart et Wild, 2014).

3.3  Vznik kolorektalneho karcinomu

Viac ako 90 % kolorektalnych karcindomov st adenokarcindbmy pochadzajuce
z epitelidlnych buniek mukoézy rekta a hrubého ¢reva. Mukoza hrubého creva je orgdnom
S najvy$Sou proliferaciou v celom tele ucicavcov. Rychla proliferacia moze viest
k akumulacii mnozstva genetickych a epigenetickych chyb v bunkach (Zhao et Michor,
2013). Ostatné typy kolorektalnych karcindmov sa vyvijaji z neuroendokrinnych buniek,
adenoskvamoznych buniek alebo nediferencovanych buniek (Fleming et al., 2012). Lokalne
zmeny epitelialnych buniek rekta a hrubého ¢reva vyustia v tvorbu benignych polypov, ktoré
sa povazuju za prekancerozny prekurzor. Casom sa z benigneho polypu nahromadenim
dostatocnych genetickych zmien moze stat’ maligny, ¢o ma za nasledok dalsi vyvoj

invazivneho adenokarcindmu.

Proces prechodu z normalnej muk6zy na adendém a neskor na adenokarcinom trva
vécsinou 5-10 rokov (Mlkva, 2016; Simon, 2016; Takayama et al., 2001). Nie kazdy adeném
sa vSak vzdy vyvinie na adenokarcindm. Predpoklada sa, Ze asi iba 10 % najpokrocilejSich

adendomov sa zmeni na kancerdzne (Simon, 2016).
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3.4 Molekulirna podstata vzniku kolorektilneho karcinému

Vznik kolorektadlneho karcindomu zahffia postupné nahromadenie genetickych
a epigenetickych mutécii a zmien, ktoré vedu k transformacii bezného ¢revného epitelu na

maligny. Tieto zmeny mo6zu byt’ vrodené (germinativne) alebo ziskané (somatické).

V sucasnosti sa predpoklada existencia minimalne 3 molekularnych ciest
tumorigenézy. Prva najstarSia, je cesta chromozomalnej instability (CIN) (Fearon et
Vogelstein, 1990). Chromozomalna instabilitu mozno pozorovat’ u 65-70 % sporadickych
foriem CRC (Lengauer et al., 1998). Druhou cestou je cesta mikrosatelitovej instability
(MSI), zodpovedna za asi 15 % pripadov sporadickych foriem CRC. Tretou cestou je
hypermetylaéna cesta vyskytujuca sa asi v 20-30 % CRC (Ogino et al., 2006). Kazda
z tychto molekularnych ciest ale nie je vylu¢ne exkluzivnou pre jeden pripad CRC. Napr.
25 % MSI karcindémov vykazuje CIN alebo vacsina hypermetylacne pozitivnych tumorov
vykazuje vysoky stupeit MSI. (Cheng et al., 2008; Pino et Chung, 2010).

3.5 Molekularna cesta chromozomalnej instability (CIN)

Jednou z vel'mi dobre preskimanych oblasti molekularnej patogenézy je prave CIN
cesta. Jej zéklad tvori uznavany linearny model, ktory je dnes doplneny 0 nové poznatky
(vid’ obrazok ¢.1) (Fearon et VVogelstein, 1990). Treba podotknut, ze nie kazdy pripad CIN
sa riadi presne tymto modelom. Existuju alternativne gény K niz$ie spomenutym, ktorych
mutaciou moze model progredovat’ na d’alSie Stadia a taktiez poradie mutacii nemusi byt’

zhodné s modelom (Pelengaris et Khan, 2009a).



APC Genomicka  kpaASs  pCcCc  p53 Iné zmeny

l instablita ] l l I
Normalny \\Dysplastické Skory Pokrocily Neskory s %
> epitel >> krypty >> adeném adeném adenéz Karcinom Metastazy

Obrazok ¢.1: Fearonov a Vogelsteinov model vyvoja kolorektalneho karcinomu. Upravené

podl'a Yalgin et al., 2014.

Legenda:. APC - Adenomatous Polyposis Coli, KRAS - Kristen Rat Sarcoma Viral oncogene homolog, DCC
— Deleted in colorectal cancer,

3.5.1 APC a Wnt signaliza¢na draha

Prvou z inicialnych mutacii je mutacia génu APC (Adenomatous Polyposis Coli). Tento
gén sa nachddza na dlhom ramene chromozému 5 na pozicii q22.2. Jednd sa o tumor
supresorovy gén. Jeho ulohou je kontrola kI"icovych komponentov normalnej epitelidlnej
morfogenézy, bunkova polarita a Komunikacia medzi bunkami. Taktiez kontroluje priebeh
bunkového cyklu a stabilizuje mikrotubuly, ¢o je vyznamné pre chromozomalnu stabilitu

(Galiatsatos et Foulkes, 2006).

Presna funkcia proteinu APC spo¢iva v tvorbe a stabilite multiproteinovych komplexov,
ako napr. B-kateninovy destrukény komplex v signalnej drahe Wnt (Wingless/Integrated)
(vid’ obrazok ¢. 2) ale aj tvorba inych komplexov (Lesko et al., 2015). Signalna draha Wnt
kontroluje regeneréciu tkaniv v hrubom ¢reve, dospelej kostnej dreni a v ¢revach. Taktiez je
zodpovedna za spravny embryonalny vyvoj (Goessling et al., 2009). Hlavnym efektorom
signalnej drahy je B-katenin, ktory je za pritomnosti Wnt ligandu viazaného na receptorovy
komplex Frizzled/LRP-5/6 (lipoprotein receptor-related protein) stabilizovany a interaguje
s TCF/LEF (T-cell factor/lymphoid enhancing factor) transkripénymi faktormi v jadre,
odstrafiuje represor Groucho a aktivuje transkripciu cielovych génov. Cielové gény
aktivované B-kateninom st zapojené najmé do regulécie proliferacie, diferenciacie, prezitia
bunky, migracie a angiogenézy (Herbst et al., 2014). Bez pritomnosti ligandu je
cytoplazmicky B-katenin degradovany tzv. destrukénym komplexom, ktory tvoria proteiny

APC, Axin, GSK3a (gylcogen synthase kinase 3) a CK1a (casein kinase /a). B-katenin je



oznaceny ubikvitinaciou a nasledne degradovany proteazomom (Minde et al., 2011; Peifer

et Polakis, 2000).

Absencia ligandu Ligand pritomny
Frizzled

APC

CKla

CKlo, GSK3p

P

S| oy
Ubikvitinacia a degradacia

T, -cat i
Groucho 'CBP _i T
WiNg TCF | >
Ciefové gény reprimované Cielové gény aktivované

Obrazok €. 2: Zjednodusena schéma Wnt signaliza¢nej drahy. Upravené podl'a Eisenmann,
2005.

Legenda: LRP - lipoprotein receptor-related protein, TCF- T-cell factor, CBP - CREB-binding protein,
GSK3a - gylcogen synthase kinase 3, CK1a. - casein kinase 1a, APC - Adenomatous Polyposis Coli

Inaktivacia APC v dosledku mutécie ¢i Gplnej straty génu, vyusti v zvySent signalizaciu
Wnt v dosledku neschopnosti signalnej drahy degradovat’ B-katenin. Biologicky dosledok
tejto inaktivacie je nasledne zvySend proliferacia, diferenciacia, migracia a adhézia
kolorektalnych buniek (Colussi et al., 2013). Narusenie funkcie Wnt signalnej drahy je teda
prvym krokom, ktory vedie K tvorbe kolorektalneho benigneho adenomu. Podl'a vyskumov
je vSak malo pravdepodobné, ze by samotna mutacia APC viedla k progresii na maligny
nador (Hermsen et al., 2002; Lamlum et al., 2000). Syndrém familiarnej adenomatdznej

polypozy byva v 60-80 % spajany s vrodenou mutaciou génu APC (Powell et al., 1993).



3.5.2 Chromozomalna instabilita

Chromozomalna instabilita (CIN) je typ genomickej instability. Prejavuje sa ako
zvySena karyotypicka nestabilita medzi bunkami. CIN je mozno definovat’ ako zvySeny
rozdiel a variabilitu pri analyze karyotypov dcérskych buniek pri porovnani s referen¢nou
populaciou. Vysledkom CIN su zmeny na mnohych urovniach genomu. Ku ¢astym zmenam
patria, napr. aneuploidie, translokacie (balancované alebo nebalancované), inverzie, delécie
na chromozomalnej Grovni, subchromozomalne genomické amplifikacie a vysoka miera
straty heterozygozity (LOH) (Geigl et al., 2008; Pino et Chung, 2010).  Diverzita
dosledkov CIN naznacuje, Ze sa jedna o proces, pri ktorom dochadza k mnohopocetnym
genetickym alternaciam, avsak celkovy presny mechanizmus je slabo pochopeny (Vargas-
Rondon et al., 2017). CIN je podla meta-analyzy 10 126 pacientov mozné pouzit' na
stratifikaciu prognozy pacientov s CRC (Walther et al., 2008). Mechanizmy, ktorymi CIN
prispieva ku dosledkom rakoviny mozno ponat’ aj S darwinovského hl'adiska. CIN spdsobuje
vnutronadorovi heterogenitu tym, Ze prispieva ku generovaniu novych bunkovych
fenotypov genetickymi variaciami na mnohych urovniach. Selekcia poskytuje prostriedok
tumoru na adapticiu na environmentdlne podmienky. Tuto teériu podporuji aj
experimentalne vysledky s pokusmi na kvasinkach, u ktorych sa potvrdilo, Ze aneuploidia
moze generovat fenotypické variacie, ktoré zlepSuju fitness za stresovych podmienok

(Gerlinger et Swanton, 2010; McGranahan et al., 2012; Pavelka et al., 2010).

Jednym z mozZnych vznikov CIN su defekty v drdhach zabezpecujicich spravnu
chromozomovu segreregaciu pri mitéze. Mutacie v génoch tzv. kontrolného bodu
zostavovania vretienka — SAC (spindle assembly checkpoint) mézu spésobovat’ CIN mis-
segregaciou chromozomov pri deleni. Takymito génmi su napr. MAD alebo BUB, ktoré st
stc¢astou MCC (mitotic checkpoint complex) komplexu. Tento komplex je zodpovedny za
aktivaciu APC/C ajeho nasledny efekt na oddelenie sesterskych chromatid v anafaze
mitdzy. Tento typ mutacie sa nepotvrdil pri CRC ale pri inych typoch rakovin ano. Pri CRC
boli potvrdené mutacie v génoch hZw10, hZwilch a hRod, ktoré maju tlohu kinetochorovych
proteinov suvisiacich prave s kontrolnym bodom mitozy (Cahill et al., 1998; Wang et al.,
2004). Existuju taktiez dokazy o nadmernom pocte centrozémov ako pric¢ine CIN.
Nadmerny pocet centrozomov moéze vyuUstit v mis-segregaciu chromozémov. Aurora
kindza A kddovand génom AURKA bola identifikovand ako pri¢ina amplifikacie
centrozomov. Pri jej nadmernej expresii sa vyskytli viacnasobné centrozoOmy, zastavenie

mitdézy s nekompletnou cytokinézou a viacjadrové bunky. Amplifikacia génu AURKA je



pozitivne asociovana so stupnom CIN pri kolorektalnych nadoroch (Anand et al., 2003;
Ewart-Toland et al., 2003). K d’al§im pri¢inam vzniku CIN v priebehu mitézy mozno
zaradit’, napr. defekty v kohézii sesterskych chromatid, defekty mikrotubulov pri napajani
na kinetochor, abnormélna stabilita mikrotubulov napojenych na kinetochor a zvysena

dynamika plus koncov mikrotubulov (vid’ obrazok ¢. 3) (Bastians, 2015)

zvysena dynamika plus

zvysSena stabilita spojenia viacnasobné 3
y poJ koncov mikrotubulov

kinetorchor-mikrotubuly  centrozémy

| Ny A

poskodenie opravného zvySeny pomer
defekty kohézie SAC defekty mechanizmu nespravnych napojeni

Ny

predéasna strata kohézie merotelické pripojenie
sesterskych chromatid mikrotububulov na kinetochory

predcasna disjunkcia zaostavajtice chromozémy

N

chromozomalna instabilita

|

numerické aneuploidie

Obrazok €. 3: Schéma hlavnych mechanizmov veducich k vzniku CIN. Upravené podl'a
Bastians, 2015.

Druhou moznost'ou vzniku CIN je dysfunkcia telomér. Skracovanim telomér sa za
normalnych okolnosti aktivuju drahy bunkovej senescencie a apoptdzy. Za patologickych
podmienok bunka prezije a sesterské chromatidy mézu podstupit’ tzv. breakage-fusion-
bridge cyklus. Konce sesterskych chromatid bez telomér sa spoja a pri anafaze vytvoria
pomyselny mostik medzi jednotlivymi centromérami. Tahom mikrotubulov deliaceho
vretienka sa mostik pretrhne v dosledku ¢oho vzniknu 2 dcérske chromozomy s proporcne

nerovnakym zvyskom (Engelhardt et al., 1997; Nakamura et al., 2000).
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3.5.3 Replika¢ny stres a chromozomalna instabilita

Bol navrhnuty d’al$i sposob vzniku CIN ato skrz replikac¢ny stres (Burrell et al.,
2013). V studii poukazuju na vysoky pocet segregacnych chyb pri replikacii pozostavajici
z acentrickych fragmentov chromozémov a anafaznych mostikov, pricom zaostavajlice
chromozomy st skor menej Casty jav. Tieto pozorovania naznacuju, Ze mnozstvo aberacii
vznika pre-mitoticky v S faze bunkového cyklu a zaostavajuce chromozomy nevysvetl'uji

vacésinu segrega¢nych chyb u CIN (Burrell et al., 2013).

V spominanej §tadii experimentalne overili Glohu replikacného stresu ako zdroj
Struktirnych chromozomalnych aberacii. Po farmakologickej indukcii replikaéného stresu
pozorovali aberacie, z nich az 82 % boli anafazne mostiky alebo acentrické chromozomy.
Indukovanie replikaéného stresu taktiez viedlo k numerickym chromozomdlnym

instabilitam (Burrell et al., 2013).

Dalsou hypotézou, ktord v §tadii overovali bol geneticky podklad na zvysené
mnozstvo segregaénych chyb. Najcastejsie deletovanym chromozoémom v CIN je
chromozom 18, konkrétne jeho dlhé rameno (Rowan et al., 2005). Na zéaklade tejto znalosti
bolo predpokladané, ze na 18q sa nachadzaju CIN supresorové gény, ktoré by mohli mat’
vplyv na manifestaciu mis-segregacii. Tieto gény boli experimentalne identifikované na
zéklade in vitro siRNA knockdownu v CRC bunkovych liniach a sledovani vplyvu
knockdownu na mis-segregacie. Jedna sa o gény ZNF516, MEX3X (RKHD2) a PIGN (vid’
obrazok ¢. 4) (Burrell et al., 2013).

Nasledne bolo experimentalne overené, Ze umlovanim spomenutych génov sa
zvySuje pocet 53BP1 (p53 binding protein 1) teliesok, ktoré su zodpovedné za regulaciu
bunkovej odpovede na dvojvlaknové zlomy DNA. Boli tiez pozorované aj poruchy

replikaénej vidlice (Burrell et al., 2013).

Tieto data nasvedcuju tomu, Ze chyby v segregdcii chromozémov, ktoré vznikaju
nasledkom uml¢ovania CIN-supresorovych génov maju povod v replikaénom strese. Dalgie
potvrdenie tejto hypotézy spocivalo v dodavani nukleozidov bunkam, ktoré maji umlcané
CIN-supresorové gény. Dodavanie nukleozidov preukazatel'ne znizuje replikacnym stresom
indukované poskodenie DNA (Bester et al., 2011). Nukleozidy teda redukovali indukciu
segregacnych chyb ako u bunkovych linii s uml¢anymi CIN supresorovymi génmi, tak aj
u linii s deletovanym 18q. Naopak suplementacia nukleozidov nemala vplyv na segregacné

chyby v CIN negativnych liniach.
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Chr 18
| s _:_A/l 5 [ — ]
CABLES1 SMADZ2 SMAD4 MEX3C DCC PIGN ZNF516

Obrazok €. 4: Ideogram chromozomu 18 a rozlozenie génov CABLES1, SMAD2, SMADA4,
MEX3C, DCC, PIGN a ZNF516. Upravené podl'a www.genecards.org

3.5.3.1 Gén ZNF516

ZNF516 (Zinc finger protein 516) sa nachadza sa na pozicii 18q23. Protein patri do
skupiny CyszHis; zinc finger. Mnoho proteinov z tejto skupiny je transkripénymi faktormi,
schopnymi rozoznavat' Specifické sekvencie DNA. ZNF516 je lokalizovany prevazne
Vjadre. Je zapojeny do regulacie tvorby hnedého tukového tkaniva ako chladom
indukovatel'ny transkripény aktivator génov ako UCP1 alebo PGCla. Jeho expresia je tiez
ovplyvnena sympatickym nervovym systémom. Nadmernd expresia sposobuje zvySenie
telesnej teploty, spotrebu energie a zabranuje navodeniu obezity spdsobenej stravou
(Dempersmier et al., 2015). Iné publikacie uvadzaju rolu ZNF516 ako faktora
ovplyviiujuceho denzitu kosti svojou interakciou s génom RBMS3 (Yang et al., 2013).
RecentnejSie vyskumy poukazuju na Castli metyladciu promotora ZNF516 Vv neopléziach
krcka maternice (Brebi et al., 2014; Ili et al., 2018). Pri rakovine prsnika bol ZNF516
preukazany ako transkripény represor a potencionalny supresor EGFR, ¢o podporuje teoriu

0 tumor resp. CIN supresorovom géne (Li et al., 2017).
3.5.3.2 GénPIGN

PIGN (Phosphatidylinositol Glycan Anchor Biosynthesis Class N) je lokalizovany na
18021.33. Gén koduje fosfoetanolamin transferazu, ktord je zucastnena vo finalnych
krokoch syntézy glykofosfatidylinozitolovej kotvy (GPI1). GPI kotva je lipoprotein, ktory je
posttranslatnou modifikaciou naviazany k proteinom, ktoré su urcené pre transport na
bunkovy povrch. Proteiny viazané GPI kotvou na bunkovy povrch sa zG¢astiiuji mnozstva
vyznamnych procesov, ako napr. transport, bunkova adhézia, syntéza bunkovej steny,
imunitné procesy ¢i signalizacné drahy (Kinoshita et Inoue, 2000). Mutacie v PIGN boli
ul'udi asociované s vyskytom vrodenych poruch. Uz u hetreozygotnych mutacii boli

sledované vrodené chyby ako hypotonia svalstva, epilepsia a atrofia mozgu (Maydan et al.,
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2011; Ohba et al., 2014). RecentnejSiec vyskumy ukazali, Zze homolog PIGN
u Caenorhabditis elegans ma aj druhu funkciu v regulacii kontroly kvality proteinov
v endoplazmatickom retikule (lhara et al., 2017). Zmeny v expresii PIGN boli asociované
so zvySenym stupiiom genomickej instability u akttnej myeloidnej leukémie. Bolo zistené,
ze PIGN protein sa moze viazat’ a regulovat’ protein MADI, ktory je dolezitym kontrolnym
proteinom zostavenia deliaceho vretienka v SAC. Tieto zistenia opit’ podporuju teoriu, ze

PIGN by mohol mat’ rolu ako CIN-supresorovy gén (Teye et al., 2017).

3.5.3.3 Gén MEX3C

MEX3C (Muscle excess 3 homologue C) je lokalizovany na 18921.2. Gén pochadza
Z evoluc¢ne konzervovanej rodiny RNA viazuacich proteinov s ubikvitin ligazovou aktivitou.
U C. elegans maji homology MEX3 génov ulohu vo vyvoji organizmu, konkrétne uréovanie
bunkovej polarity a udrzovanie zarodo¢ne;j totipotencie (Ciosk et al., 2006; Kemphues et al.,
1988). U ¢loveka MEX3C reguluje mRNA skrz vdzbu na 3-UTR motiv a reguluje jeho
translaciu alebo priamo degradaciou mRNA. Tymto sposobom bolo zistené jeho zapojenie
do vyznamnych procesov ako napr. imunita (modulacia HLA-A2 génu u Cloveka, vdzba na
viralnu RNA a indukcia imunitnej odpovede u mysi ) alebo hypertenzia (Cano et al., 2012;
Guzman et al., 2006; Kuniyoshi et al., 2014). Zna¢ny je vyznam Vv energetickom
metabolizme, kde bolo dokazané, ze MEX3C reguluje IGF1 (insulin-like growth factor 1)
a podporuje postnatalny rast ¢i v pripade muticie MEX3C sa zvySuje energeticky vydaj

a znizuje vyskyt lipidov v krvi u mysi (Jiao et al., 2012a, 2012b).
3.5.4 EGFR signaliza¢na driaha a KRAS

Gén KRAS (Kristen Rat Sarcoma Viral oncogene homolog) je dalsim vyznamnym
génom prispievajucim ku tumorigenéze, konkrétne zna¢i prechod z adendému na neskorsi
adenom. KRAS patri do rodiny protoonkogénov RAS a nachadza sa na 12 chromozome na
pozicii 12.1. Daliie dva RAS gény u &loveka si NRAS a HRAS. KRAS je mutovany
v 30-50 % vsetkych pripadov CRC (Santini et al., 2008). Gén koéduje maly GTP-viazuci
protein, patriaci do rodiny RAS GTPaz, ktory je zahrnuty v transdukcii a propagacii
extracelularnych signalov v EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor) signaliza¢nej drahe
(vid’ obrazok ¢. 5).

Ak je receptor EGFR za normalnych podmienok aktivovany extracelularnym
ligandom, dochadza k jeho dimerizacii a autofosforylacii tyrozinovych zvyskov. Nasleduje

aktivacia KRAS proteinu za pomoci komplexu Grb2 (growth factor receptor-bound
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protein 2) a SOS (son of sevenless) proteinov. KRAS dalej sprostredktiva aktivaciu
a kaskddova signalizaciu niekolkych ciest, z ktorych najddlezitejSie su cesty MAPK
(mitogen activated protein kinase) a PISBK/AKT (phosphatidylinositol 3-kinase — protein
kinase B). Tieto drahy vedu k aktivacii transkripénych faktorov v jadre, ktoré indukuju
bunkovti odpoved’ v podobe proliferacie, migracie diferenciacie alebo apoptdzy (Citri et

Yarden, 2006).

Bunkovy povrch

Prezitie, proliferacia,angiogenéza

Obrazok €. 5: Zjednodusena schéma signaliza¢nej drahy EGFR. Upravené podla
Armaghany et al., 2012.

Legenda: EGFR-epithelial growth factor receptor, PI3K-phosphatidylinositol 3-kinase, AKT- protein

kinase B, mTOR- mammalian target of rapamycin, KRAS- Kristen Rat Sarcoma Viral oncogene homolog,

RAF- proto-oncogene serine/threonine-protein kinase, MEK- Mitogen-activated protein kinase kinase
Mutacie v KRAS géne sa v 85-90 % pripadov vyskytuji v kodéne 12 a 13 exonu 1.

Obe mutacie si misssense mutacie a maju za nasledok zmenu aminokyseliny v proteinovom

retazci. Mutovany KRAS protein ma zmenent konformaciu, ¢o vedie k jeho zablokovaniu
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v aktivnej forme. (Roock et al., 2011; Scheffzek et al., 1997). Mutacia v jednej alele génu
mdze viest’ k nadmernej expresii mutované¢ho génu alebo sa transformaény Gc¢inok posilni
deléciou wild-typovej alely. Stadie poukazuju na odlisny onkogenicky fenotyp v zavislosti
vyskytu mutacie v 12. alebo 13. kodone (Guerrero et al., 2000).

Z klinického hladiska je testovanie na KRAS mutaciu dolezité v predikcii uc¢innosti
biologickej liecby monoklonalnymi protilatkami. Biologicka liecba, konkrétne cetuximab
a panitumumab je cielena proti EGFR tyrozin-kindzovym receptorom, konkrétne ich
extracelularnej doméne. Pri vyskyte mutovanej formy KRAS sa ucinnost’ biologickej lie¢by
zna¢ne znizuje nakolko je signaliza¢nd draha aktivovanad nezavisle na receptore EGFR

(Baselga et Rosen, 2008; Sullivan et Kozuch, 2011).

3.5.5 DCC, SMAD a delécie na 18q

Delécie alebo straty heterozygozity (LOH — loss of heterozygosity) na 18q
chromozéme st Castou mutaciou pri kolorektdlnom karcinome. Priblizne 70 % pripadov
CRC vykazuje LOH z toho asi 10-30 % v stadiu skorych adenémov a incidencia stapa pri
vys$sich stadiach adenémov (Boland et al., 1995; Vogelstein et al., 1989). Prvy kandidat na
tumor supresorovy gén v tomto regione bol gén DCC (deleted in colon cancer). Nasledne to
boli gény SMAD2 a SMAD4. Najnovsi kandidatny gén z tejto oblasti je gén CABLES1
(Alazzouzi et al., 2005; Huang et al., 2017; Mehlen et Fearon, 2004).

18q LOH a jej vplyv na CRC ako prognosticky marker nizkeho preZitia sa pokusilo
evaluovat’ uz niekol’ko $tadii. AvSak vysledky su tazko interpretovatelné vzhl'adom na to,
ze sa Studie v zisteniach rozchadzaju. Niektoré nenasli ziadnu asociaciu 18q LOH
s prognozou (Bertagnolli et al., 2011; Ogino et al., 2009; Popat et al., 2007) a niektoré
naopak potvrdzuju tlohu 18q LOH ako markeru nizkeho prezitia (Jen et al., 1994; Jernvall
etal., 1999; Sarli et al., 2004). Meta-analyza 27 studii 0 vzt'ahu medzi 18qLOH a prognoze
CRC preukazala signifikantne horSie prezitie u pacientov s 18q LOH. Zavery tejto meta-
analyzy poukazuju vSak na publikacné skreslenie v dosledku mozného nepublikovania §tadii

s negativnym alebo neurcitym zaverom (Popat et Houlston, 2005).

DCC je gén v oblasti 18g21.2. Jeho protein je receptor pre netrin-1, ligand ktory je
potrebny na axonove vedenie pri raste axonov (Keino-Masu et al., 1996). DCC bol
navrhnuty ako tumor supresorovy gén vzhl'adom na to, Ze jeho zniZena expresia sa objavuje
hned’ pri niekolkych druhoch nédorovych ochoreni aje spojend s horSou progndzou

a odozvou na chemoterapiu. Dal$im dékazom bol fakt, Ze obnovenie expresie DCC u mysi
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potlacilo nadorovy rast in vitro (Kato et al.,, 2000). Avsak vyskytli sa vysledky
protichodnych studii, ktoré nepotvrdili status DCC ako tumor supresorového génu a navyse
boli objavené nové tumor supresorové gény SMAD2 a SMAD4 (Thiagalingam et al., 1996).
V neposlednom rade sa experimentalne potvrdilo, ze knockout mysi DCC -/- v hlodav¢om
ortoldgnom géne neboli zivotaschopné pre nevyvinuti nervovu sustavu a DCC +/- linia

nevykazovala nachylnost’ na tvorbu tumorov po dobu 2 rokov (Fazeli et al., 1997).

Najnovsie zistenia zaradzuji DCC K tzv. dependentnym receptorom, t.j. receptorom,
ktoré nie s inaktivne v nepritomnosti ligandu, ale namiesto toho indukuju apoptozu
(Mehlen et al., 1998; Mehlen et Tauszig-Delamasure, 2014). Epitelidlne bunky hrubého
¢reva vznikaju z kmenovych buniek lokalizovanych v ¢revnych kryptdch arastom sa
postvaju smerom hore ku klkom. Tento proces od zaciatku po dosiahnutie vrcholu trva asi
5 dni, pricom po dosiahnuti vrcholu podstupuji apoptézu. Predpoklada sa, ze v tomto
procese zohrava ulohu prave DCC receptor a gradient koncentracie ligandu netrinu-1, ktory
klesa od krypt smerom ku klkom (vid’ obrazok ¢ 6.). K patologickym procesom méze
dochadzat’ 2 spdsobmi, ato bud’ znefunkénenim receptoru mutaciou alebo autokrinnou

produkciou ligandu (Mazelin et al., 2004; Mehlen et al., 1998).

@ Apoptotické
Lumen bunky

Obrazok ¢. 6: Vplyv gradientu ligandu DCC, netrinu-1 na apoptézu epitelialnych buniek

hrubého ¢reva. Upravené podl'a Mehlen et Tauszig-Delamasure, 2014.
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SMAD4 (Mothers Against Decapentaplegic Homolog) sa nachadza na pozicii
18g21.2 a SMAD2 v pozicii 18921.1. Oba gény kddujt proteiny zo skupiny 8 druhov SMAD
proteinov. SMAD4 slizi ako mediator signaliza¢nej drahy TGF-B (Transforming growth
factor ) a SMAD?2 je jeho heterodimeriza¢ny partner. Signaliza¢nti drahu iniciuje TGF-f
ligand, ktory sa naviaze na receptor T- PR II, ktory fosforyluje koreceptor T- BR I, ktory
zasa fosforyluje SMAD2. Konforma¢nou zmenou sa SMAD?2 oddeli od receptoru a vytvori
heterodimérny komplex so SMAD4. Komplex je transportovany do jadra, kde na seba
naviaze d’alSie transkripéné faktory a aktivuje cielové gény indukujice apoptozu. SMAD2
a SMAD4 gény su teda tumor supresorové gény aich mutacia ma vplyv na priebeh
rakovinového ochorenia najmé v zniZzenej odpovedi na chemoterapiu 5-fluérouracilom

(Boulay et al., 2002; Zhao et al., 2018).

CABLES1 (Cdk5 and Abl enzyme substrate 1) sa nachadza na pozicii 18911.2. Jeho
protein je lokalizovany najmé v jadre. CABLESI je protein interagujuci s mnohymi cyklin
dependetnymi kinazami (cdk). Funkéne reguluje aktivitu cdk tym, Ze funguje ako adaptorova
molekula medzi nereceptorovymi tyrozin-kindzami a cdk. Taktiez interaguje s proteinom
p53 a potencuje bunkovia smrt’ vyvolant p53 (Tsuji et al., 2002; Zukerberg et al., 2000).
Celkovy ucinok CABLES1 tkvie vregulacii bukového cyklu, hlavne v jeho inhibicii
v proliferujucich tkanivach. Je teda povazovany za tumor supresorovy gén. Gén je
mutovany, resp. ma negativne ovplyvnenu expresiu v 55-65 % pripadov kolorektalnych
karcinomov (Park et al., 2007; Zukerberg et al., 2000). Taktiez bolo preukazané, Ze
CABLES1, interaguje s mnozstvom dalSich proteinov, ktoré patria do niekolkych
signaliza¢nych drah. Jeho mutacia je pravdepodobne spojena s naruSenim bunkového cyklu
a jeho kontroly, avSak doteraz toho nie je 0 CABLESL vel'a zname a je potreba d’alSich $tadii
(Huang et al., 2017).

3.5.6 Protein p53

Tumor supresorovy gén pS3 je lokalizovany na chromozéme 17, konkrétne na 17p13.1.
Funkcia p53 proteinu je dobre zndma, jedna sa o sekvencne Specificky DNA vidzobny
protein. Kontroluje transkripciu a expresiu az stoviek d’alich génov, ktoré sa podielaju na
zablokovani bunkovej proliferdcie, stimulovani DNA oprav alebo navodeni apoptozy. Za
normalnych okolnosti je p53 udrzovany v bunkach v nizkych hladinach proteinom MDM?2
(Mouse double minute 2 homolog), ktoré sa viazu na transaktivaéni doménu p53 a oznacuju
ho na degradéciu ubikvitinaciou. Aktivacia funkcii p53 zacina r6znymi druhmi bunkového

stresu, ako napr. genotoxicky stres (UV agama ziarenie, karcinogény a pod.) alebo
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onkotoxicky stres sposobeny hyperproliferativnymi signalmi (Leslie et al., 2002; Pelengaris
et Khan, 2009b; Pino et Chung, 2010). Fosforylaciou p53 vplyvom réznych aktivatorovych
kinaz d6jde k zmene konformacie a znemozneniu naviazania MDM2, p53 sa teda hromadi

V jadre ako tetramér a reguluje transkrpicnu aktivitu cielovych génov.

pS3 je mutovany alebo ma zmenenu expresiu v priblizne 50-75 % CRC a taktiez jeho
expresia je ovplyvnena rdoznymi spdsobmi u viac ako polovice zo vsetkych Tudskych
onkologickych ochoreni. Stratou funkcie p53 sa bunka dostdva mimo rastova kontrolu,
prestava odpovedat’ na stresové signdly a poskodenia o vedie ku akumulécii d’alSich
genomickych instabilit a genetickych abnormalit. Dysfunkcia p53 sa povazuje za
prechodovy bod z adenému na karciném (Leslie et al., 2002; Pino et Chung, 2010).

3.6 Mikrosatelitova instabilita

Mikrosatelitova instabilita (MSI) bola objavena a asociovana so stratou funkcie DNA
mismatch repair systému (MMR). Pri vyskyte chybného parovania baz v DNA sposobeného
spontannymi mutaciami alebo chybami pri replikacii systtm MMR kontroluje a opravuje
defekty, ktoré nemodze opravit, napr. DNA polymeraza svojou proof-reading aktivitou
(Grady et Carethers, 2008).

MMR je vysoko konzervovany systém na opravu chybného parovania, ale taktiez vie
detegovat’ inzer¢ne-dele¢né slucky. Za pomoci MMR je replikany aparat bunky tisickrat
presnejsi odstraniovanim svojich chyb. Chybné parovanie je rozoznané heterodimérnym
komplexom mutS homolog 2 (hMSH2) a mutS homolog 6 (hMSH6), pri¢om sa naviaze na
DNA ako svorka. Nasleduje vytvorenie tzv. nicku (zarezu) vedla nukleotidu naviazanim
d’alsieho heterodiméru hMHL1-hPMS2. Exonukleaza 1 odstrani niekol’ko nukleotidov,
ktoré st nasledné opravené polymerazami 6 alebo €. Ligdza nakoniec spoji rozpojené konce.
Podobny systém avsak s inymi homoloégmi heterodimérov je uréeny na opravu inzerénych
slugiek pozostavajiicich z 2 a viac nukleotidov az do dizky 16 nukleotidov (Armaghany et
al., 2012; Geiersbach et Samowitz, 2011; Jasperson et al., 2010; McCulloch et al., 2003).

Pokial’ by nedoSlo k oprave nespravne sparovanych baz, mohlo by dojst’ ku transverzii
alebo tranzicii a teda bodovej mutécii v dosledku ¢oho by sa mohli akumulovat’ mutécie
Vv bunke. Takéto hromadenie, aj ked’ spoc¢iatku nahodné, by mohlo mat’ v neskorsich klonoch
za nasledok neoplasticky rast (odtial’ druhé pomenovanie pre MSI — mutatorovy typ CRC).
Mutacie v génoch MMR systému ako sa hMSH2 alebo hMSHG6 su spojené s Lynchovym
syndromom (Grady et Markowitz, 2015).
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Lynchov syndrom, tiez znamy ako hereditarny nepolyp6zny kolorektalny karciném, je
najCastejSie sa vyskytujuca hereditarna forma CRC. lde 0 autozomalne dominantné
ochorenie, ktoré utvara predispozicie aj pre iné druhy nadorovych ochoreni (Mlkva, 2016).
Jedinci s LS majt zdedent jednu mutovant alelu, zatial’ ¢o druha alela je plne funk¢éna. Na
znefunkénenie MMR systému je potrebna eSte jedna mutacia druhej wild-type alely, ¢o
koresponduje s Kundsonovou teériou dvoch zasahov. K vyradeniu druhej alely moze teda
dojst’ napr. deléciou, génovou konverziou alebo metylaciou. Prave metylaciou méze byt’ gén
inaktivovany aj pri sporadickej forme CRC ato konkrétne hypermetylaciou promoétoru

(Geiersbach et Samowitz, 2011; Veigl et al., 1998).

Nefunkény MMR systém prispieva k hromadeniu mutaci v genéme avsak aj
v oblastiach mikrosatelitov, kde moze spdsobovat’ zmeny poctu opakovani repetitivnych
sekvencii ¢i uz narastom alebo poklesom (vid obrazok ¢. 7). To sa prejavi ako
mikrosatelitova instabilita, ktort mozno laboratorne identifikovat napr. amplifikaciou
vybranych mikrosatelitnych markerov aich elektroforetickym rozlisenim (Grady et
Markowitz, 2015).

- (CA
——CACACACACA——
——GTGTGTGTGT—

v

— CACACACACACA—

— GTGTGT
—

v

— CACACACACACA—
— GTGTGTGTGTGT—

N+2

Obrazok ¢. 7 : Schéma mechanizmu inzercie repetitivnej sekvencie v mikrosatelitoch.

Upravené podl'a Oda et al., 2002.
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3.7 Hypermetlya¢na cesta

Epigeneticka reguldcia génovej expresie je zakladnym mechanizmom, ktory mé rolu
v genomickej stabilitie, embryonickom vyvoji a diferenciacii tkaniv. CpG ostrovy su
regiony DNA sekvencie SO zvySenym vyskytom sekvencie, kde je cytozin nasledovany
guaninom V smere 5°-3". U ¢loveka je okolo 70 % vsetkych génov regulovanych vyskytom
CpG ostrovov v promdtoroch aich metylaciou je regulovana expresia (Deaton et Bird,
2011).

V rakovinovych bunkdch moze dochédzat’ k epigenetickym zmenam hypermetylaciou.
Na zaklade toho bola identifikovana nova cesta vzniku CRC, ktord je charakteristicka
epigenetickymi nestabilitami, epidemioldgiou, histologiou a klinickymi prejavmi. Tato cesta
bola pomenovana ako metylatorova alebo hypermetyla¢na cesta CpG ostrovov (CpG island
methylator phenotype — CIMP). Presna pricina, ktora je zodpovedna za vznik nie je uplne
znama. Pravdepodobne sa jedna o heterogénne mechanizmy. Uvazuje sa o nadmernej
expresii génov DNA metyltransferaz alebo 0 inkativacii bariér zabranujucich metylacii
normalne nemetylovanych CpG oblasti. Vysledok je vSak jednoznaény, a to inaktivacia
tumor supresorovych génov a progresia v maligny nador (Grady et Carethers, 2008; Issa et
al., 2005; Mojarad et al., 2013).
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4 Material a metody
4.1 Biologicky material

Boli pouzité tkanivové rezy s hrubkou 4-6 pm fixované vo formaline a zaliate v parafine
(FFPE). Tkanivo pochadzalo od pacientov Onkologickej klinky Fakultnej nemocnice
Olomouc v ramci rutinného vysetrovania pacientov laboratériom cytogenetiky. Pacientom
bol diagnostikovany CRC v roznych S§tadiach vyvoja. Pacienti pri odbere sthlasili so

spracovanim biologického materidlu a anonymnych osobnych udajov na vedecké ucely.

4.2 Pouzité supravy
Platinum Bright Nucleic Acid Labeling kit (Kreatech™), Plasmid Mega kit 25 (QIAGEN)

4.3 Baketrialne klony

Bakterialne klony Escherichia coli sinzertom daného génu v plazmide. Pouzité boli
bakteridlne linie: RP11879D16 pre gén DCC, RP11837D10 pre gén MEX3C, RP11162B22
pre gén PIGN a RP11684C19 pre gén ZNF516.

4.4 Chemikalie

70% etanol (Fagron), 96% etanol (Fagron), xylén (Mikrochem), izopropanol (Lach-Ner),
octan sodny (Lach-Ner), deionizovand voda, deionizovana sterilnd voda (Ambion), Cot-1
DNA — FISH grade Cot (Kreatech), hybridization solution (Cytocell), formaldehyd 36-38%
(Lach-ner), formamid (Ambion), DAPI Antifade (Vysis), 35-38% kyselina chlorovodikova
(Lach-Ner), tiokyanat sodny (Sigma-Aldrich), chlorid sodny (Sigma-Aldrich), citrat sodny
(Sigma-Aldrich), chlorid draselny (Lach-Ner), dodekahydrat hydrogénfosfore¢nanu
sodného (Sigma-Aldrich), dihydrogénfosfore¢nan draselny (Sigma-Aldrich), TRIS (Sigma-
Aldrich), EDTA (Sigma-Aldrich), pepsin-2500 U/mg (Sigma-Aldrich), NP-40 (Vysis), LB
broth base (Invitrogen), kaucukovy cement (Marabu), NaOH na upravu pH roztokov

(PENTA), ampicilin (Sigma-Aldrich)
45 Roztoky

zasobny roztok 20x SSC
e 1759 NaCl
e 88 g citratu sodného

e doplnit do 1 I deionizovanou vodou, upravit' pH na 5,3
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premyvaci pufer

e 100 ml zasobného roztoku 20x SSC

e doplnit do 1 I deionizovanou vodou, upravit’ pH na 7,0

protedzovy pufer

e 0,9% roztok NaCl, pH upravit na 2

10x zasobny roztok PBS
e 80gNaCl
e 2gKCI
e 30,1 g NaHPO4 -12H,0
e 2gKH2PO4

e doplnit’ do 1 I deionizovanou vodou

10% pufrovany formalin

e 40 ml formaldehydu
e 100 ml zasobného 10x PBS

e doplnit’ do 0,5 1 deionizovanou vodou a uchovévat’ v tme

premyvaci roztok I

e 20 ml zasobného roztoku 20x SSC
e 3 ml NP-40

e doplnit’ do 1 I deionizovanou vodou, upravit' pH na 7

premyvaci roztok II

e 100 ml zasobného roztoku 20x SSC
e 1 mlNP-40

e doplnit’ do 1 | deionizovanou vodou, upravit’ pH na 7

LB médium

e 209 LB broth base
e 4,7gNaCl

e doplnit’ do 1 1 vodou a autoklavovat’
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TE pufer

e 200 pl 0,5mol/l TRIS
e 200 ul 0,05 mol/l EDTA

e 9,6 ml deionizovanej vody

pufrovany formamid

e 24,5 ml formamidu

e 7 ml deionizovanej vody

e 3,5 ml zdsobného roztoku 20x SSC
e pH upravit na 7,0-7,8

4.6 Pomocky

pozitivne nabité mikroskopické podlozné skla (Superfrost™ Plus Adhesion Slides — Thermo
Fisher scientific), krycie mikroskopické skla roznych velkosti (Thermo Fisher scientific),
Spicky do mikropipiet (Eppendorf dualfilter tips), mikroskimavky, pasteurove pipety,
ochranné rukavice, odmerné valce, buniCitd vata, l'adova triest, centrifugacné falkony,
centrifugacné mikroskimavky, kadicky, farbiace nddobky podl'a Coplina, reagencné

autoklavovatel'né fl'ase

4.7 Pristroje

Mikroskop Olympus BX51 (Olympus), mikropipety (research/plus-Eppendorf), laminarny
box (Herasafe KS12 — Thermo Fisher Scientific), digestor (N1200 — Merci), minicentrifuga
(miniSpin plus — Eppendorf), chladena centrifiiga (Rotina 420R — Hettich), centrifiga (Smart
15 — Hanil), vdhy (ED4235 — Sartotius), sonifika¢ny systém Bioruptor® (Diagenode), viriva
trepacka (Lab dancer-IKA, C24 — New Brunswick), vodny kapel’ (TWS8 — Julabo, ED5
—Julabo), termoblok (BSH200-Benchmark Scientific), hybridizér (Hot-Brite — VYysis,
5500-24 — Leica), magneticka mieSacka (Arec-x — Velp scientific), pH meter (Hanna
instruments), kombinovand chladnicka s mraznic¢kou (Gorenje, Liebherr), inkubator

(Memmert), vyrobnik 'adu (GB 902 — Brema) , vakuovy rota¢ny koncentrator (Concentrator
2301 — Eppendorf)

4.8 Pouzité vyhodnocovacie postupy

Udaje ziskane po vysetreni FISH metddou boli vyhodnotené v spolupraci s katedrou
Matematické analyzy a aplikaci matematiky UPOL. Pouzity bol Statisticky software R
(R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, 2019), verzia 3.5.2. Pre
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porovnanie charakteristik pacientov boli pouzité Statistické metody: ANOVA test,

Pearsonov test, Fisherov test. Hladina signifikantnosti bola stanovend na 5 %. Na hodnotenie

prezitia bol pouzity Kaplan- Meierov odhad funkcie prezitia spolu s log-rank testom.

4.9 Kaultivacia baktérii a izolacia plazmidu

Na izolaciu pouzit’ Plasmid Mega kit 25 (QIAGEN). Bakterialne linie obsahujuce

plazmid s danym inzertom génu inokulovat’ do 1 | LB média s pridavkom 50 mg ampicilinu

a kultivovat’ cez noc na vyhrievanej trepacke pri 37 °C. Médium s baktériami centrifugovat’

15 minat v predchladenej centrifuge pri 4 °C a pri 6000 g.

1.
2.

10.
11.

12.
13.
14.

Sediment resuspendovat’ v 50 ml pufri P1 (sucast’ kitu).

Pridat’ 50 ml pufru P2 (sucast’ kitu) a premiesat’ prevratenim 4-6X a nechat’ stat’
5 mintt pri laboratornej teplote.

Potom pridat’ 50 ml pufru P3 (sucast’ kitu) a roztok znovu premiesat’ prevratenim
4-6X a nechat’ stat’ 30 minut na l'ade.

Roztok centrifugovat’ 30 minuat pri 2000 g a pri 4 °C.

Upevnit’ kolonu QIAGEN-tip na 1000 ml zbernt nadobu a koléonu premyt’ 35 ml
QBT pufru (sucast’ kitu).

Na kolénu naliat’ ¢iry supernatant po centrifugécii nechat’ vol'ne pretiect’.

Kolonu premyt’ 200 ml QC pufru (sucast kitu) a preteéenu tekutinu vyliat’ do odpadu,
umiestnit’ Kolonu na novu ¢ista zbernu nadobu.

Eluovat DNA z valca naliatim 35 ml QF pufru (sucast’ kitu).

Keluatu pridat 24,5 ml d&istého izopropanolu, zamieSat a preliat’ do Cistej
centrifugac¢nej falkony.

Falkonu centrifugovat’ 30 mintt pri 15000 g a pri 4 °C.

Supernatant vyliat do odpadu a k sedimentu pridat’ 7 ml 70% etanolu laboratornej
teploty.

Roztok znova centrifugovat’ 10 mintt pri 15000 g a pri 4 °C

Supernatant vyliat’ do odpadu a sediment ponechat’ vyschnat’ 10-20 minut.

Peletu rozpustit’ v 10 ml TE pufru.

4.10 Priprava sondy na FISH

Za pouzitia vyizolovanych plazmidov boli pripravené sondy danych génov (LSI sondy)

za pouzitia Platinum Bright Nucleic Acid Labeling kitu (Kreatech™) vyuzivajiceho metddu

priameho znac¢enia ULS®.
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10.

11.

12.

1 pg DNA vyizolovaného plazmidu o znamej koncentracii DNA rozriedit’ do 100 pl
sterilnej deionizovanej vody do 0,5ml mikroskiamavky uréenej pre sonifikator.
Sonifikator naplnit’ destilovanou vodou spolu s drvenym I'adom z destilovanej vody
a umiestnit’ vzorky. Sonifikaciu nastavit na 20 cyklov (1 cyklus=30 sekund
sonifikacie, 90 sekund bez sonifikacie)

Po sonifikacii roztok zakoncentrovat’ vo vakuovej odparke na kone¢ny objem 16 pl.
Nasledne pridat’ v laminarnom boxe 2 ul ULS dye a 2 ul 10x labeling solution.
Uzavreté mikroskumavky inkubovat’ vo vodnom kupeli 30 minut pri teplote 85 °C.
Po inkubécii preniest’ vzorky na I'ad az do d’alSieho pouzitia.

Resuspendovat’ ndplin precistovacich kolon akolony umiestnit’ do prazdnych
mikroskiimaviek.

Centrifugovat kolony pri 20000 g 1 minttu, tekutinu o pretiekla vyliat’ do odpadu.
Na kolonu naniest’ 300 pl sterilnej deionizovanej vody a kolony s mikrosktimavkami
centrifugovat’ pri 20000 g 1 minatu. Mikroskiimavku aj s prete¢enou vodou vyhodit’
a kolonu nasadit’ na novi mikroskiimavku.

Na kolonu naniest’ vzorky, ktoré boli doteraz ulozené na I'ade a centrifugovat’ pri
20000 g 1 minutu.

Ku prete¢enym vzorkam pridat’ 3 ul octanu sodného o koncentracii 3 mol/l a pH 5,
10 pl Cot-1 blokovacej DNA a 83 pl ¢istého etanolu.

Vzorky ulozit do mrazni¢ky do mraznicky pri -80 °C do nasledujuceho dna.
Nasledne centrifugovat’ 30 minut pri 20000 g v predchladenej centriftige pri 4 °C.
Supernatant vyliat’ a sediment nechat’ vysusit’ v laminarnom boxe do uplného

zaschnutia, potom resuspendovat’ sediment v 25 pl hybridizacného pufru.

4.11 Fluorescen¢na in situ hybridizacia

Pouzité boli tkanivové rezy S hrubkou 4-6 um fixované vo formaline a zaliate v parafine

(FFPE). Rezy boli fixované na podloznych mikroskopickych sklach s pozitivne nabitou

plochou.
1. Skla s rezmi tri-krat po 7 minat premyt’ vV xyléne, nasledne dva krat v 96% etanole
po dobu 5 mint.
2. Vysusit skla na vyhrievanej platnicke pri konstantnej teplote 49 °C.
3. Skla ponorit’ do kyseliny chlorovodikovej o koncentracii 0,2 mol/l na 20 minut
a potom do deionizovanej vody na 3 mintty.
4. Premyt skla premyvacim pufrom po dobu 3 minut.
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5. Umiestnit’ skla na 20 min do roztoku tiokynatanu sodného 0 koncentracii 1 mol/l
vyhriatého na 80 °C vo vodnom kupeli.

6. Premyt skl deionizovanou na 1 minutu a potom dvakrat premyvacim pufrom po
dobu 5 minnut.

7. Skla umiestnit’ do protedzového pufru s pridavkom pepsinu 0 celkovej koncentracii
0,5 mg/ml, vyhriateho v inkubatore na 37 °C. Ponechat’ v inkubatore po dobu
55 minut.

8. Potom skla dvakrat premyt’ premyvacim pufrom po dobu 5 minut.

9. Sklé ususit’ na vyhrievanej platnicke pri konstantnej teplote 49 °C.

10. Skl4 umiestnit do 10% pufrovaného formalinu na 10 minat a nésledne premyt
dvakrat premyvacim pufrom po dobu 5 minut a deionizovanou vodou 1 minttu.

11. Skl4 ususit’ na vyhrievanej platnicke pri konStantnej teplote 49 °C.

12. Napipetovat’ na tkanivo 5-10 pl sondy a prilozit’ krycie sklicko. Vytlacit' vSetky
vzduchové bubliny a zalepit’ kau¢ukovym cementom.

13. Skla vlozit' do hybridizéru a nastavit’ teplotu denaturacie na 85 °C - 1 mintGtu
a teplotu hybridizacie 37 °C na dobu 12-24 hodin.

14. Po hybridizacii odobrat’ krycie sklicka a skld premyt Vv premyvacom
roztoku | vyhriatom vo vodnom kupeli na 73 °C po dobu 1 mintty a 45 sektind
a potom v premyvacom roztoku II pri laboratornej teplote po dobu 30 sekund.

15. Skla oplachnut’ deionizovanou vodou a nechat’ ususit’ pri laboratornej teplote bez
pristupu svetla az do Gplného zaschnutia.

16. Na tkanivo naniest’ cca 5 pul DAPI roztoku (podl'a vel'kosti tkaniva) a prilozit’ Cisté
krycie sklo.

17. Odc¢itat’ na mikroskope Olympus BX51.

4.12 ReFISH

Vzorky, ktoré nevykazovali uspesnu hybridizaciu boli podrobené tzv. reFISH.

1.

Podlozné sklicka aj s krycimi sklickami ponorit’ na 3 minuty do 96% etanolu. Po
3 minuatach odobrat’ krycie sklicka a znovu ponorit’ na 3 mintty do 96% etanolu.
Nasledne skla ponorit’ do pufrovaného formamidu na 5 minut za staleho ohrevu
roztoku na 73 °C vo vodnom kupeli.

Potom skla namocit’ postupne do 75% etanolu, 80% etanolu a 96% etanolu. Kazdy
kréat po 1 minute.

Nechat skld zaschntt’ na vyhrievanej platnicke pri 49 °C.
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. Napipetovat’ na tkanivo 5-10 ul sondy a prilozit’ krycie sklicko. Vytlacit' vsetky
vzduchové bubliny a zalepit’ kaucukovym cementom.

Skla vlozit do hybridizéru a nastavit’ teplotu denaturacie na 85 °C - 1 minutu
a teplotu hybridizacie 37 °C na dobu 12-24 hodin.

. Po hybridizacii odobrat’" krycie sklicka a skla premyt v premyvacom
roztoku | vyhriatom vo vodnom kupeli na 73°C po dobu 1 mintty a 45 sektnd
a potom v premyvacom roztoku Il laboratornej teploty po dobu 30 sekund.

Skla oplachnut’ deionizovanou vodou a nechat’ ususit’ pri laboratornej teplote bez
pristupu svetla az do tiplného zaschnutia.

. Na tkanivo naniest’ cca 5 ul DAPI roztoku (podla velkosti tkaniva) a prilozit’ Cisté

krycie sklo.

10. Odcitat’ na mikroskope Olympus BX51.
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5 Vysledky

5.1 Vysetrenie suboru pacientov metédou FISH

Pacientske vzorky boli vySetrené metdodou FISH. VySetrované boli gény lokalizované
na dlhom ramene chromozomu 18 a to konkrétne ZNF516, PIGN, DCC a MEX3C. Boli
pouzité dualne sondy pre urychlenie prace a Setrenie s biologickym materidlom. Na urcenie
priemerného poctu kopii jednotlivych génov vo vzorke bolo potrebné posudit’ minimalne 50
jadier, optimalne vSak 100, na odpocet jednotlivych signalov. Vzorka bola vyhodnotena
vypocitanim priemerného poctu signalov pre kazdy gén. V pripade neuspesnej hybridizacie
bola vzorka podrobena tzv. reFISH, teda postupu na opatovnu hybridizaciu a nové od¢itanie

signalov.
5.2 Zakladna charakteristika siboru pacientov

Subor pacientov pozostaval zo 174 pacientov z toho 76 zien a 98 muzov (vid’ tab. ¢. 1).
Vekovy priemer pacientov v Case diagnozy bol 64,1 roka so smerodajnou odchylkou 10,79.
Median veku bol 64 rokov. Vekové rozpitie pacientov bolo od 31 do 91 rokov.
Pri 165 pacientoch bola dostupna informacia o KRAS mutacii z predoslych vysetreni, z toho
bolo 67 smuticiou a 98 bez mutacie. U 158 pacientov bol dostupny udaj
o histologickom gradingu - stupeni diferenciacie maligneho nadoru. Podla WHO
rozoznavame 3 stupne gradingu adenokarcinému hrubého ¢reva a koneénika (Bosman et al.,
2010). Prvy stupen znamena dobre diferencovany adenokarcindom, druhy stupen stredne
diferencovany a treti nizko diferencovany. Prvy stupen bol diagnostikovany u 22 pacientov,

druhy u 108 pacientov a treti u 28 pacientov.
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Tabul’ka ¢. 1: Zékladna udajova charakteristika suboru pacientov

. Percentudlny
Kategoria Pocet pacientov ) Spolu
podiel
, Zeny 76 43,7 %
Pohlavie 174
Muzi 98 56,3 %
Wild-type 67 59,4 %
KRAS 165
mutovany 98 40,6 %
1 22 13,9 %
Grade 2 108 68,4 % 158
3 28 17,7%

5.3 Vysledky vySetrenia delécii u pacientov

Bez delécie boli oznaceni pacienti S priemernym poctom kopii génu vyssim ako 1,8
a s deléciou pacienti s priemernym poctom kopii génu mensim alebo rovnym 1,8. Tieto
hodnoty (cut-off) boli urcené experimentalne v spolupraci s biostatistikom. NajcastejSie
deletovanym génom bol ZNF516 a Vv poradi nasleduju postupne DCC, PIGN a MEX3C.
Vyskyt delécii v génoch MEX3C, DCC, PIGN a ZNF516 je zobrazeny v grafe ¢. 2. Pri
jednom pacientovi neboli k dispozicii informacie 0 génoch MEX3C a PIGN a pri jednom
pacientovi informacie 0 génoch DCC aZNF516 z dovodu nedostatku biologického
materidlu. Spolu bolo teda 172 pacientov s kompletnou vySetrenou sadou sledovanych
génov (MEX3C, DCC, PIGN a ZNF516) a 2 pacienti s polovicou sady. Dalsie $tatistické

udaje o zistenych priemernych poctoch génov u pacientov st v tabul’ke ¢. 2 a 3 a grafe ¢. 3.
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Tabul’ka €. 2: Pocty pacientov so zistenou deléciou a bez delécie v jednotlivych sledovanych

génoch
) Percentudlny
Gén Kategoria Pocet pacientov ) Spolu
podiel
S deléciou 52 30,1 %
MEX3C 173
Bez delécie 121 69,9 %
S deléciou 56 32,4 %
DCC 173
Bez delécie 117 67,7 %
S deléciou 62 35,8 %
PIGN 173
Bez delécie 111 64,2 %
S deléciou 82 47,4 %
ZNF516 173
Bez delécie 91 52,6 %
Vyskyt delécii v sibore pacientov
140
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Graf €. 2: Vyskyt delécii v génoch MEX3C, DCC, PIGN a ZNF516
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Graf ¢. 3: Namerané priemerné pocty kopii génu u pacientov v jednotlivych génoch a ich

distribucia.

Tabul’ka €. 3: Dopliiujiice idaje o zistenych tidajoch sledovanych génov

Celkovy ] ]
Gén ] Smerodajna odchylka | Median (1.kvartil-3.kvartil)
priemer
MEX3 1,9 0,32 1,98 (1,67-2,08)
DCC 1,9 0,31 1,96 (1,68-2,06)
PIGN 1,8 0,30 1,88 (1,62-2,05)
ZNF516 1,8 0,31 1,80 (1,59-2,00)

5.4 Vysledky porovnania charakteristik pacientov

Pre potreby $tatistického spracovania vysledkov bolo nutné rozdelit’ pacientov do

skupin s kombindciami delécii. Na zdklade toho boli vytvorené skupiny pacientov

nasledovne: pacienti s deléciou v géne ZNF516, pacienti s deléciou v génoch ZNF516

a PIGN, pacienti s deléciou v génoch ZNF516, PIGN a DCC, pacienti s deléciou v génoch
ZNF516, PIGN, DCC a MEX3C. V dalsich skupinach boli pacienti s inou kombinaciou

delécii a pacienti bez akejkol'vek delécie. Pacientske skupiny boli oznacené ako skupiny Z
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(ZNF516), P+Z (PIGN ZNF51,), D+P+Z(DCC,PIGN, ZNF516), all, none a other (vid tab.
& 4).

Tabul'ka €. 4: Vytvorené skupiny pacientov a ich charakteristika na zéklade kombinacii

deletovanych génov

Delécia v génoch Pocet Percentualny Oznacenie
pacientov podiel
ZNF516 15 8,62 % Wl
PIGN + ZNF516 10 5,75% ,P+Z¢
DCC + PIGN + ZNF516 6 3,45 % ,D+P+Z
MEX3C + DCC + PIGN + ZNF516 35 20,11 % all
Bez delécie 79 45,40 % ,,hone*
Ina kombinéacia 29 16,66 % ,,othere
Spolu 174 100 % -

Na otestovanie hypotézy vplyvu veku na rozsah delécii u pacientov bola vykonana
analyza rozptylu (ANOVA test). Posudené boli vsetky skupiny pacientov okrem skupiny
bez akejkol'vek delécie (,,none*) askupiny sinymi kombinaciami delécii (,,0ther).
Vysledok testu poukazuje na signifikantny rozdiel vo veku pacientov v jednotlivych
skupinach (p=0,031). Mozno konstatovat’, ze Castejsie maju deléciu v génoch MEX3C, DCC,
PIGN a ZNF516 skor vekovo mladsi pacienti. Pri kombinacii génov D+P+Z a P+Z je mozné
pozorovat mutacie skor u starSich pacientov. Mutaciu iba v géne ZNF516 vykazovalo

vekovo Sirsie spektrum pacientov ako predoslé dve skupiny (vid’ graf ¢. 4).

Pomocou Fisherovho exaktného testu boli porovnavané charakteristiky jednotlivych
skupin pacientov. Porovnavané charakteristiky boli: pohlavie (p=0,210), KRAS (p=0,860)
a grading nadoru (p=0,608). Ani v jednom z pripadov porovnania tychto charakteristik
nebola zistena Statisticky signifikantna zavislost medzi charakteristikami a skupinami

pacientov s deléciami.
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Graf €. 4: Vekovy rozptyl pacientov v skupinéch s jednotlivymi kombindciami mutacii

Na zaklade Pearsonovho testu bola zistena Statisticky vyznamna asociacia delécie génu
MEX3C s mutaciou KRAS (p=0,011). Pearsonov test v tomto pripade preukazal rozdiel
medzi skupinami pacientov s deléciou a bez delécie MEX3C, kedy pacienti s deléciou maju
vyssi podiel mutacii (56 %) KRAS ako pacienti bez delécie (33 %) (vid’ graf €. 5).
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Graf ¢. 5: Podiel mutacii v géne KRAS u pacientov s deletovanym a nedeletovanym génom
MEX3C

Legenda: wt — wild type, mut — mutovany

Na analyzu vplyvu delécii sledovanych génov na prezivanie pacientov bol vyuZity
Kaplan-Meierov odhad funkcie prezitia spolu s log-rank testom. Porovnanim vsetkych
skupin pacientov okrem skupiny ,,0ther bolo zistené, ze pacienti bez akejkol'vek delécie
prezivaju vyznamné dlhsie ako pacienti z ostatnych testovanych skupin. Podl’a log-rank testu
(p<0,001) bola tiez zamietnuta hypotéza, ze vSetky krivky prezitia su rovnaké. Za pouzitia
,nhone* ako referencnej skupiny mozeme konstatovat’, ze pomer rizik (Hazard ratio — HR)

je vrozsahu 2,9 - 4,9 v zavislosti podl'a skupin (vid’ graf ¢. 6 ).
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Graf ¢. 6: Kaplan-Meierov graf prezitia jednotlivych skupin pacientov s kombinaciami
delécii a bez akejkol'vek delécie.

Legenda: HR — Hazard ratio — pomer rizika
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6 Diskusia

Ciel'om tejto prace bolo overit’ vplyv delécie génov DCC, ZNF516, PIGN a MEX3C na

dlhom ramene 18 chromozomu na diagnézu a prognézu kolorektalneho karcindému.

Gén DCC bol identifikovany uz v roku 1990 ako jeden z pravdepodobnych tumor-
supresorovych génov kvoli jeho vel'mi Castej delécii pri stratach heterozygozity (LOH) na
18q (Fearon et Vogelstein, 1990). Z dostupnych publikacii mozno konstatovat’, ze DCC ma
pravdepodobne vplyv na progresiu CRC, jeho vyznam a vplyv je vSak doteraz predmetom
diskusii. V tejto praci je gén DCC zaradeny ako potencionalny tumor supresorovy gén
(Mehlen et Fearon, 2004; Popat et al., 2007; Thiagalingam et al., 1996). Novsie zistenia
identifikovali 3 gény na 18q s potencionalnou CIN-supresorovou aktivitou a to: ZNF516,
PIGN a MEX3C (Burrell et al., 2013). Bola preukazana spojitost medzi tymito génmi
a zvySenou CIN pri ich uml€ovani. Na zéklade tejto Studie boli tieto gény navrhnuté ako

d’alSie potenciondlne tumor-supresorové gény leziace na 18q.

Na vySetrenie suboru pacientov boli pouzité dualne LSI sondy pre gény DCC,
ZNF516, PIGN a MEX3C a to z dovodu nedostupnosti komerénych dualnych sond pre tieto
oblasti. Pouzitie dualnej sondy umoznilo znizit’ spotrebu biologického materialu, ktorého je
v pripade FFPE vzoriek malo, ako aj zna¢ne znizit’ ¢as potrebny na vySetrenie 1 pacienta.
Vysoka Specificita vizby sond pripravena z bakterialnych klonov bola overena v diplomovej
préci, ktora sa venovala tematike tychto génov (Loubalova, 2016). Priprava sond bola oproti
spomenutej praci zdokonalena pouzitim optimalizovaného postupu za vyuZitia nového kitu

na pripravu zna¢enych sond (Platinum Bright Nucleic Aid Labeling kit od firmy Kreatech™).

Vysetreny bol stibor 174 pacientov z toho 76 Zien a 98 muzov (vid’ tab. €. 1). Vekovy
priemer pacientov v case diagnozy bol 64,1 roka. Najstarsi pacient mal 91 rokov a najmladsi
31. Z vekového zlozenia pacientov mozno usudit, ze vekovy priemer pacientov priblizne
zodpoveda §tatistickym priemerom incidencie CRC v Ceskej republike (zdroj dat:
www.svod.cz - Dusek et al., 2005). Vekovou kategoriou s najcastejSou incidenciou CRC

v CR su pacienti medzi 70-74 rokmi a druhou najéastejsou 65-69.

Najcastejsie deletovanym génom bol ZNF516 a v poradi nasledujt postupne DCC,
PIGN a MEX3C (vid’ graf ¢. 2). Gény su lokalizované na dlhom ramene chromozomu 18,
usporiadané v smere od teloméry k centromére nasledovne: ZNF516, PIGN, DCC, MEX3C.
Frekvencia delécii je teda v zhode s polohou génov smerom od teloméry k centormére
v génoch MEX3C a ZNF516.
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Je pravdepodobné, Ze za Castii deléciu ZNF516 mdze jeho lokalizacia v blizkosti
teloméry. Jednym z moznych mechanizmov prispievajiicim k terminalnej delécii je napr.
strata telomér. Strata telomér je jednym z dblezitych mechanizmov vzniku CIN. Skracovanie
telomér vedie k senescencii bunky, avSak za patologicky podmienok moéze bunka bez
telomér prezit. Bez telomér moze dochadzat’ k fuzii sesterskych chromatid po replikacii
chromozomu a naslednému vzniku mostiku pocas anafazy mitoézy (tzv. BFB — breakage
fusion bridge cyklus). Tahom centromér opaénym smerom sa chromozém pretrhne
V ndhodnom mieste Vv blizkosti miesta fuzie. Nasledkom toho vznikaju 2 dcérske bunky
pricom jedna ma termindlnu deléciu a druha mé termindlnu invertovani repeticiu.
Pravdepodobnost’ delécie génu v blizkosti teloméry akym je aj ZNF516 je teda vysoké.
Proces sa moze opakovat’ pokym nie je teloméra obnovena, napr. translokaciou z iné¢ho
chromozomu, ¢im sa mdze proces CIN propagovat’ aj na ostatné chromozomy (Bailey et
Murnane, 2006; Fouladi et al., 2000; Lo et al., 2002; Rudolph et al., 2001). Druhym
pravdepodobnym mechanizmom terminalnej delécie je vznik acentrickych fragmentov
v dosledku defektov v oprave dvojvlaknovych zlomov. Defekty opravy pri CRC boli vo
viacerych $tudiach spojované s hor$im preZivanim pacientov ako aj so vznikom CIN (Beggs
et al., 2012; Grabsch et al., 2006; Komuro et al., 2002). Dvojvlaknovy zlom, ktory nie je
opraveny umozni vznik acentrickému fragmentu chromozému, ktory je nasledne v d’alSej
mitéze strateny v dosledku missegregacie (Gisselsson, 2001). Nadorova bunka moze
nasledkom straty terminalnych génov ziskat’ selekéntt vyhodu pri jej nekontrolovatelnom
deleni. Tuto teodriu potvrdzuje aj fakt, ze ZNF516 patri do skupiny Cys2His, zinc finger
proteinov, z ktorych mnohé su transkripnymi faktormi Sirokého spektra génov. ZNF516 bol
preukazany ako aktivator tak aj represor transkripcie génov ako EGFR, UCP1
a pravdepodobne aj dal§ich zatial nezndmych génov. RecentnejSie Stidie potvrdzuji
pravdepodobnu tlohu ZNF516 ako tumor supresorového génu V tumorigenéze rakoviny
kréka maternice a prsniku (Brebi et al., 2014; Dempersmier et al., 2015; Ili et al., 2018; Li
et al., 2017). Naopak gén MEX3C, ktory je najblizSie k centromére vykazoval najmensiu

pocetnost’ delécii ¢o opit’ koresSponduje s tedriou o BFB.

Pre potreby d’alSieho Statistického spracovania boli podl'a kombinacii delécii vytvorené
skupiny pacientov (vid’ tabulka ¢. 4). Skupiny boli vytvorené podla lokalizacie génov
v smere od teloméry k centromére kvoli porovnaniu rozsahu delécii. Pocty Vv jednotlivych
skupindch poukazali na vysoky pocet pacientov s kombinaciou delécii vSetkych génov

(skupina ,,all“ — 35 pacientov) a opat’ na vyssi pomer pacientov iba s deléciou v géne
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ZNF516 (skupina ,,Z* — 15 pacientov) v pomere so zvy$Snymi skupinami (skupiny ,,P+Z* —
10 pacientov a ,,D+P+Z* 6 pacientov). Tieto skuto¢nosti moézu naznacovat’, ze delécie génov
na dlhom ramene chromozému 18 sa pravdepodobne deju ¢astejsie vo va¢som rozsahu ako
vV menSom. Zaujimava je CastejSia delécia samostatného génu ZNF516. Pravdepodobné
vysvetlenie by mohlo spocivat’ v silnejsej CIN supresorovej aktivite génu ZNF516 oproti
ostatnym génom, a teda zvyhodneniu progresie tumorigenézy v bunkach s deléciou ZNF516
oproti ostatnym deléciam, nakol'ko indukcia CIN je spojena s progresiou CRC v prevazne
v skor$ich $tadiach ochorenia (Fearon et Vogelstein, 1990; Pino et Chung, 2010). Pocet

pacientov Vv jednotlivych skupinach je v§ak maly na podporenie tejto hypotézy.

Analyza rozptylu (ANOVA test) preukazala Statisticky signifikantny rozdiel (p=0,031)
veku pacientov v jednotlivych skupinach pacientov s deléciami (vid’ graf €. 4). Test poukazal
na rozdiel medzi pacientmi s deléciami vo vSetkych génoch a pacientmi s deléciami len v 3
alebo 2 génoch (D+P+Z aP+Z), pricom vekovo mladsi st skor pacienti deléciami vo
vSetkych $tudovanych génoch. Pravdepodobne iv dosledku malého poétu pacientov
Vv jednotlivych vekovych skupindch pacientov s deléciami sa pri ostatnych charakteristikach
(grading nadoru, pohlavie a KRAS status) nepotvrdila Statistickd zavislost' danej

charakteristiky pacienta so skupinami delécii.

Pearsonov test odhalil statisticky vyznamnt asociaciu medzi pacientmi s deléciou
v MEX3C a génom KRAS, pricom pacienti s deléciou MEX3C maji vyssi podiel mutécii
KRAS (56 %) ako pacienti bez delécie (33 %) (vid’ graf. ¢. 4). KRAS gén je lokalizovany na
kratkom ramene chromozomu 12 a je zapojeny do EGFR signaliza¢nej drahy. Jeho mutacia
je asociovana so zlou odpoved’ou na biologicku liecbu (Baselga et Rosen, 2008; Sullivan et
Kozuch, 2011). Gén MEX3C je RNA viazuci protein s ligazovou aktivitou, ktorého funkcia
je malo znama. Zo zvieracich modelov je zname jeho zapojenie do regulacie IGF1 (insulin-
like growth factor 1) (Jiao et al., 2012a). Asociacia medzi MEX3C a KRAS predtym nebola
popisana a je obtiazne ju interpretovat’ kvoli nedostatku informacii 0 MEX3C géne a jeho

vyzname v organizme.

Analyza prezitia skupin pacientov s deléciami preukdzala, Ze pacienti bez akejkol'vek
delécie Vv Studovanych génoch prezivaju signifikantne lepSie ako skupiny pacientov
s kombinaciami delécii (p<0,001 — log-rank test) (vid’ graf ¢. 6). Podl'a vypoc¢tu pomeru rizik
je zrejmé, ze skupiny pacientov (Z, P+Z, D+P+Z a all) maju 2,9 az 4,9-krat vyssie riziko

umrtia ako pacienti bez akejkol'vek delécie. Téato analyza teda preukazala, ze gény ZNF516,
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PIGN, MEX3C a DCC maju vplyv na prezivanie suboru pacientov S diagnézou kolorektalny
karcindom aich delécia je asociovana S horSim prezitim. Spomenuté gény st vhodnymi

kandidatmi pre d’alSie analyzy, ktoré budl potrebné na overenie supresorovej aktivity.

Vyznam génu DCC ako tumor supresorového génu V dostupnej literatire nie je
presvedCivo preukdzany. Jeho delécia je pomerne castd (az 70 % pripadov CRC).
Protichodné vysledky stadii, ktoré analyzuju prezitie pacientov s CRC, ale aj mysSich
modelov s knockout génom DCC, poukazuju na nejasnt rolu tohto génu v prognéze CRC
(Fazeli et al., 1997; Kato et al., 2000; Thiagalingam et al., 1996). Vysledky studii taktiez
poukazuju na vyznam okolitych génov na dlhom ramene chromozému 18 ako SMAD2
a SMAD4 alebo CABLES ako potencionalnych tumor supresorovych génov (Huang et al.,
2017; Park et al., 2007; Thiagalingam et al., 1996; Zukerberg et al., 2000).

Zvysné gény ZNF516, PIGN a MEX3C, ktoré boli neddvno identifikované ako
CIN-supresorové boli vtejto diplomovej praci preukazatene spité s horSim prezitim
(Burrell et al., 2013). Gény ZNF516 a PIGN boli medzi ¢asom ich prvej identifikacie
v spojitosti s CIN a vypracovanim tejto diplomovej prace identifikované v réznych inych
typoch nadorovych ochoreni, kde sa predpokladd ich tumor supresorova funkcia, €0
podporuje pévodnt tedriu o ich funkcii. Pri géne ZNF516 to bola rakovina krcka maternice
a prsniku a pri géne PIGN akuttna myeloidna leukémia (Ili et al., 2018; Li et al., 2017; Teye
et al., 2017). Gén MEX3C zatial' nebol v ziadnej publikacii spojeny s inym nadorovym
ochorenim okrem povodnej publikacie, ktora ho identifikovala ako CIN-supresor v CRC.
Dévodom je jeho pomerne nezndma biologicka funkcia. Treba poznamenat’, ze podvodna
publikacia identifikujuca tieto 3 gény pracovala vyluéné s nddorovymi bunkovymi liniami

in vitro pomocou génového knockdownu RNA interferenciou.

Tato praca ako aj mnohé publikacie, nebrala do uvahy vplyv vyskytu mikrosatelitovej
instability a epigenetickych zmien hypermetylaciou. Obidva procesy by mohli znacne
ovplyvnit’ vysledky a podat’ skresleny obraz o vysledku vysetrenia na delécie. Klinické
prejavy, liecba, prognoza a prezitie by v tychto pripadoch boli odlisné (Boland et Goel,
2010).

Pri solidnych nadoroch je dolezité tiez brat’ do tivahy vplyv heterogenity tumoru, ktora
moze existovat’ medzi tumormi na 2 réznych miestach, ale aj v ramci jedného nadoru.
Heterogenita nadoru sa mdze prejavovat’ na odliSnych urovniach expresie proteinov ako aj

na urovniach genetickych ¢i epigenetickych. Existenciou niekol’kych mierne sa odlisSujucich
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Klonalnych populacii v ramci nadorového mikro-enviromentalneho prostredia moéze
dochadzat’ pri liecbe k problémom v ddsledku prezitia malej populdcie nddorovych buniek,
ktora je voci lieCivu odolna. Chromozomalna instabilita je jednym z hlavnych pri¢in vzniku
heterogenity v ramci nadoru. Pri vySetreni tenkych FFPE rezov metédou FISH méze prave
vplyvom heterogenity dochadzat’ k nepresnostiam. Predchadzat tomu mozno vySetrenim
niekol’kych rezov, ¢i pouzitim inych metdd ako celogenémové sekvenovanie, ¢i multiplexna
FISH. Heterogenita nddorov predstavuje problém, ktory je nutné v buducnosti vyrieSit
aplikaciou novych metodd na jej analyzu ako aj urcit’ jej klinické dosledky (Gerlinger et
Swanton, 2010).
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7 Zaver

Chromozomalna instabilita je forma genomickej instability, Ktord je pozorovana
Vv 65-75 % pripadov sporadického kolorektalneho karcindému. Mechanizmus jej vzniku je
malo pochopeny, avSak jej vyskyt je zklinického hl'adiska spdjany S hor§im prezitim
pacientov nielen u kolorektalneho karcinému, ale aj u inych typov nadorovych ochoreni.
V stvislosti S chromozomalnou instabilitou boli popisané 3 gény (ZNF516, PIGN a MEX3C)
na dlhom ramene chromozému 18, ktoré by mohli vykazovat’ supresorova aktivitu voci
vyskytu chromozomalnej instability. DIhé rameno chromozému 18 je Casto deletované
Vv kolorektalnom karcinome. Gén DCC sa nachadza taktiez na dlhom ramene chromozému

18 a jeho tumor supresorova aktivita je uz dlhsi ¢as predmetom diskusii.

Cielom tejto prace bolo overit’ ¢i rozsah delécie génov ZNF516, PIGN, MEX3C
a DCC moze hrat’ ulohu v predikcii, liecbe ¢i prognoze kolorektalneho karcinomu. Vysledky
FISH vySetreni pomocou lokus $pecifickych sond na jednotlivé gény dokazali, Ze gény
podliehaju deléciam, pricom najcastejSie deletovanym génom bol gén ZNF516. Vytvorenim
skupin pacientov s kombinaciami delécii bolo poukazané na CastejSiu deléciu vSetkych
génov sucasne, a teda je mozné, Ze k delécidm na dlhom ramene chromozomu 18 dochadza
Zastejiie vo vacsom rozsahu. Dal§im zistenim je asociacia génu MEX3C s génom KRAS, kde
bolo zistené, ze vySetreni pacienti S deléciou MEX3C maju $tatisticky signifikantne vyssi
podiel mutacii KRAS ako pacienti bez delécie MEX3C. Analyza prezitia skupin pacientov
sroznymi kombinaciami delécii preukazala signifikantne horSie prezivanie pacientov
s deléciami voci pacientom bez akejkol'vek delécie v analyzovanych génoch. Z vypoctu
pomeru rizik vyplyva, ze skupiny pacientov s deléciami (Z, P+Z, D+P+Z a all) majt 2,9 az

4,9-krat vyssie riziko imrtia ako pacienti bez delécii.

Delécie génov ZNF516, PIGN, MEX3C a DCC boli v tejto praci preukazané ako faktory
ovplyviujuce prezitie pacientov s CRC. Mechanizmus ich vplyvu na tumorigenézu vSak
ostava nejasny. U génov ZNF516 a PIGN bola v stadiach supresorova aktivita preukazana
na inych typoch nadorovych ochoreni. Pre d’alSiu pracu v tejto oblasti by bolo vhodné
roz§irit subor pacientov azvazit vysetrenie aj ostatnych génov na dlhom ramene
chromozomu 18 s potencionalnou tumor supresorovou aktivitou, ako napr. SMAD2

a SMAD4 alebo CABLES.
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