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Souhrn

Bakalarska prace se vénuje resersi literatury, ve které byly shrnuty ustdlené i nové
poznatky o vzniku kolorektalniho karcinomu. V prvnich kapitolach byly kratce rozebrany
udaje o epidemiologické situaci kolorektalniho karcinomu ve svété i Evropé a byla popsana
jeho histologie a patologie. StéZejni Casti teoretické Casti bakalatské prace bylo sjednoceni
poznatki o Kklasifikaci kolorektalnich karcinomu, kterd je nezbytnd k prevenci tohoto
onemocnéni a je na ni nahlizeno zriznych pohledi. Nejvétsi pozornost byla vénovéana
molekularné biologickému rozdéleni vzniku kolorektalniho karcinomu, které zahrnuje cestu
chromozomalni nestability, mikrosatelitové nestability a metylace CpG ostruvkt. Podrobngji
jsou také popsany geny BRAF a PIK3CA, které jsou pfedmétem druhé, experimentalni ¢asti
prace.

V experimentalni Casti byla provedena mutacni analyza genti BRAF a PIK3CA na
souboru 88. vzorkd pacienti s kolorektalnim karcinomem. V tomto souboru byla nalezena
aktivaéni mutace V600E v genu BRAF u péti vzorkl,, coz predstavuje 5,68 %. V genu
PIK3CA byly detekovany 4 substituce, coz odpovida 4,55 %. 3 mutace byly nalezeny v
kodonu 545. Ve dvou ptipadech byla odhalena mutace ¢.1634 A>G (p.Glu545Gly) a mutace
.1633 G>A (p.Glu545Lys) byla nalezena v jednom vzorku. Ctvrta mutace c.3140 A>G
(p-His1047Arg) byla detekovana v kodonu 1047. Frekvence nalezené aktiva¢ni mutace
V600E v genu BRAF se shoduje s vysledky publikovanymi v odbornych &asopisech. Cetnost
nalezenych PIK3CA mutaci je niz$i nez udéavaji publikace. Tuto diskrepanci pfipisujeme

velikosti analyzovaného souboru vzorki a poctu testovanych mutaci.



Summary

The theoretical part of the thesis is focused on a literature search in which I
summarized settled and new findings of colorectal cancer formation. In the first chapters |
approached the issue of colorectal cancer, then | briefly summarized the epidemiological data
in the world and Europe and described its histology and pathology. The main part of the
theoretical part of the thesis was to unify knowledge of the classification colorectal
carcinomas, which is necessary to prevent this disease and it is viewed with different
perspectives. | specially focused on molecular biological division of colorectal cancer
formation, which involves a chromosomal instability, microsatellite instability, and
methylation of CpG islands. More detailed | described BRAF and PIK3CA genes that were
subject of the second part of this theses.

In the experimental part was performed mutational analysis of the genes BRAF and
PIK3CA on a set of 88 samples of patients with colorectal cancer. In the total number of 88
samples were found activating mutation V60OE in BRAF gene in 5 samples, which represents
5,68 %. In the PIK3CA gene were detected four substitutions corresponding to 4.55%. 3
mutations were found at codon 545. In two cases was revealed mutation c.1634 A>G
(p.Glu545Gly) and the mutation ¢.1633 G>A (p.Glu545Lys) was found in one sample. The
fourth mutation ¢.3140 A> G (p.His1047Arg) was detected at codon 1047. The frequency of
activating mutations found in the BRAF V600E is consistent with results published in
scientific articles. The frequency of found PIK3CA mutations is lower than publication
indicate. We attribute this discrepancy to size of the analyzed sample set and to number of

observed mutations.
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1 Uvod

Kolorektalni karcinom (CRC) je celosvétové zavaznym, zdravotnim a
socialng - ekonomickym problémem ve vSech ekonomicky vyspélych zemich, nebot’ do jisté
miry souvisi s tzv. ,,zapadnim* stylem Zivota. Ceska Republika v celosvétovych statistikach
incidence a mortality CRC zaujima dlouhodobé jedno z prvnich mist v piepoctu na pocet
obyvatel.

Karcinom tlustého stieva je genetické onemocnéni traviciho ustroji, které vznika
postupnou akumulaci zmén, po kterych dochazi k nekontrolovatelnému bunéénému ristu a
vzniku narodu. VétSinu CRC tvoii sporadickd forma, ktera vznika nésledkem ztraty funkce
obou alel dutlezit¢tho genu, ale navic také vyzaduje dalsi dv€ somatické mutace.
Pravdépodobnost vzniku CRC touto cestou je tedy mald a dochéazi k ni az ve vys$Sim véku.
Dalsi formou jsou hereditarni CRC. V tomto ptipad¢ je zarodeCna mutace prezentovana ve
vSech buiikdch jedince. Druha alela genu ma normalni funkci a nadorova progrese se projevi
az po vytazeni druh¢ alely somatickou mutaci.

Geneticky model, mapujici postupnou molekularni cestu vzniku CRC zahrnuje
genetické zmény (mutace) v onkogenech a tumor supresorovych genech, které vznikaji
nasledkem exogennich i endogennich faktorti. Protoonkogeny jsou normalni geny, které se
aktivuji nasledkem mutace jedné alely. Po této zméné z nich vznikaji onkogeny, které naruSuji
bunécny riist a diferenciaci. Dal§im typem genti jsou tumor supresorové geny, které kontroluji
normdlni bunécnou proliferaci a diferenciaci. Pokud dojde k inaktivaci obou kopii téchto
gent, kontrolni systém selZe a dochazi k nddorové transformaci.

Karcinogeneze CRC piedstavuje dlouhodoby proces, proto je dulezitd a zasadni
detekce premalignich 1ézi pomoci screeningovych metod, mezi které patii testy na okultni
krvaceni a kolonoskopie, kterd ma v soucasnosti nejvétsi diagnosticky vyznam. Pfirozenou
snahou je odhalit onemocni co nejdiive v jeho Casnych forméch, kdy je jeste¢ vylécitelné.
Lécba CRC se za posledni dobu radikalné¢ zménila. Puvodni podavani 5-fluoroacilu (5-FU)
K 1é¢bé metastazujiciho karcinomu postupné nahrazuje napt. jeho kombinace se systémovymi
1é¢ivy a zavedeni monoklondlnich protilatek, které zvySuji az ¢tyfndsobné pieziti. Biologicka
léCba je nyni vyznamnou soucasti komplexni onkologické 1é€by CRC. Prekazkou
déletrvajiciho uspéchu lécby je vSak neselektivita cytotoxickych latek a postupny rozvoj

rezistence nadorovych bunék.



Na samotnou klasifikaci sporadického CRC miiZzeme nahlizet ze dvou pohledd,
prvnim je ,,patologicka klasifikace™, kterd popisuje vznik kolorektdlniho karcinomu na
zéklad¢ histologickych pozorovani s pfihlédnutim na molekuldrni zmény v nadoru. Toto
rozdéleni CRC zahrnuje tradicni (Fearon - Vogelstein model) cestu vzniku, alternativni cestu
a vznik karcinomu pfes pilovit¢ léze. Druhou moznosti je ,,molekuldrné biologické
rozdéleni®, které charakterizuje CRC na zdkladé chromozomdélni nestability (CIN),

mikrosatelitové nestability (MSI) a metylace CpG ostravka (CIMP).



2 Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Epidemiologie kolorektalniho karcinom
Kolorektalni karcinom — nddor tlustého stfeva a konecniku je tietim nejCastéji
diagnostikovanym zhoubnym nadorem ve svété, kterému ndsledné podlehne 8,5 % pacient.
Incidence vzniku je vSeobecné ¢etnéj$i u muzii nez u Zen. Nejvétsi hrozbu predstavuje toto
onemocnéni v Evropé, kde patii mezi nejcastéjsi maligni onemocnéni s vysokou mortalitou

(www.globocan.iarc.fr). V evropské populaci ¢ini riziko vzniku nadoru u muza piiblizné

4,48 % a u zen 2,73 % (Ferlay et al., 2013). Ceska republika se fadi velmi vyznamné mezi
zem& snejvysSi incidenci tohoto onemocnéni. Zaujima tak paté misto za Slovenskem,

Mad’arskem, Danskem a Nizozemim (www.globocan.iarc.fr). Nadorem tlustého stieva u nas

trpi hlavné muzi, kterym ve svété ndlezi 4. pticka, Zeny jsou na tom o néco Iépe.
Diagnostikovany u nas byvaji nadory tlustého stfeva a konec¢niku nejcastéji u pacientli mezi

65 — 79 rokem véku (http://www.svod.cz/prehled.php). S ohledem na vyznam tohoto

onemocnéni v Ceské republice jiz od roku 2000 muziim a Zendm od 50 let nabizen narodni
screeningovy program (Zavoral et al., 2014). 1 pfes rozvoj diagnostiky a organizovanost
preventivnich programi je vS§ak mén€ nez polovina diagnostikovanych malignit v ¢asnéjSich
stadiich, coz vyrazné ovliviiuje uspésnost 1é¢by (Suchanek et al., 2011).

Piestoze jsou konkrétni pficiny vzniku CRC vétSinou nezndmé, existuje fada
rizikovych faktord, které negativné ovliviiuji vznik nadoru. OhroZeni jsou predevsim lidé nad

50 let, avSak znamy jsou i piipady CRC u mladsich pacientt (www.uzis.cz/registry-nzis/nor).

Riziko vzniku CRC dale ovliviiuji chronickd zanétova onemocnéni (Crohnova nemoc,
ulcerdzni kolitida). Jednim z hlavnich rizikovych faktor je vSak sloZeni potravy a Zivotni
styl. Pozitivné pii rozvoji CRC piisobi zvySend hladina tuku ve straveé, konzumace ¢erveného
masa, uzenin, piti piva, zpracovani potravy smazenim a soucasny nizky piijem vlakniny.

Dulezita je také pohybova aktivita (Chan et Giovannucci, 2010).

2.2 Etiologie CRC
CRC je genetické onemocnéni vychdzejici z epitelovych buné€k tlustého stfeva. Na
vzniku nddoru se podili faktory hereditarni (adematdzni polypdza aj.) a exogenni (tuky v
potravé, kouieni, alkohol aj.). Vyvoj kolorektalnich naddorti je iniciovan postupnou akumulaci
genetickych a epigenetickych zmén, které¢ se spolecné podileji na vytvotfeni maligniho

fenotypu. V soucasné dob¢ jsou znamy tfi hlavni cesty, které vedou ke vzniku nadoru a to je


http://www.globocan.iarc.fr/
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http://www.uzis.cz/registry-nzis/nor

chromozomalni nestabilita (CIN), mikrosatelitova nestabilita (MSI) a metylace CpG ostravki

(CIMP) (Suchanek et al., 2011).

2.3 Histologie tlustého streva

Tlusté stfevo (intestinum crassum) je posledni ¢asti travici soustavy. Dochazi zde
k zahustovani stfevniho obsahu, vstiebavani vody a mineralnich latek a nasledné ke vzniku
stolice. Svou nejsirsi ¢asti — slepym stievem (intesinum caecum) je tlusté stfevo napojeno na
ileum tenkého stfeva. Soucasti slepého stieva je Cervovity vybézek (appendix vermiformis),
ktery je dilezitou soucasti imunitniho systému diky obsahu lymfatické tkané. Dale nasleduje
tracnik vzestupny (colon ascendens), tra¢nik pfimy (colon transversum), tra¢nik sestupny
(colon descendens) a esovita klicka (colon sigmoideum). Poslednimi ¢astmi tlustého stfeva
jsou kone¢nik (rectum) a fit’ (anus). Délka tlustého stfeva je piiblizné 150 cm a Sitka 5 — 7
cm. Po celé délce tlustého stieva se tahnou tii bilé pruhy ztlustélé podélné svaloviny (Tanie
coli).

Vnitini vystelka tlustého stfeva je slozena ze sliznice (tunica mucosa), ktera ma
hladky povrch s malym mnozstvim zahybi. Na sliznici mezi klky vyustuji tubuldzni sttevni
zlazky (Lieberkiihnovy krypty). Intestinalni epitel (na povrchu sliznice i v kryptach) je tvofen
riznymi druhy bunck, mezi které patii napt. buiiky cylindrické, absorpcni, poharkové a takeé
neuroendokrinni buniky, které jsou soucasti neuroendokrinniho difuzniho systému. Jedna se o
enterochromafinni buniky produkujici serotonin a bunky vytvarejici peptidické hormony
(gastrin, glukagon). Casti traéniku obsahuji také Panethovy buiiky, které maji diky obsahu
lysozymu antibakteridlni u¢inky. Sliznice je oddélena od podsliznice pruhem slizni¢ni
svaloviny z lymfatické tkané, ktera tvoii lymfatické folikuly. V podsliznici je vytvofen
submukézni neuralni plexus Meissnertiv. Na podsliznici navazuje zevni svalovina. Zde jsou
lokalizovany intersticialni Cajalovy buniky, coby peacemarkery autonomniho nervového
syst¢tmu a reguldtory intestindlni motility. Tyto buniky jsou charakteristické expresi
povrchového tyrozin kinazového c -kit receptoru, ktery je produktem onkogenu. Jsou proto
povazovany za prekurzor gastrointestinalnich stromalnich tumord (GIST). Posledni vrstvou

stfevni stény je Tunica serosa bohata na lymfatické a krevni cévy (Holubec et al., 2004).

2.3.1 Klasifikace polypu
Polypy mohou mit dle své lokalizace riizny ptivod. Slizni¢ni 1éze délime na nadorové
— adenomy, karcinomy a nenadorové — hyperplastické, juvenilni, zanétlivé aj. Polypy, které

maji piivod v submukoze nazyvame lipomy (Zavoral et al., 2013).



Dle histologické stavby dale rozezndvame adenomy tubularni, tubulovilézni a vildzni,
které dle zminéné posloupnosti informuji o zvySujicim se riziku maligniho zvratu. Mezi
adenomy dale rozeznavame pilovit¢ léze, mezi které patii tradicni pilovity adenom
(Traditional serrated adenoma — TSA), hyperplasticky polyp (Hyperplastic polyp) a sesilni
pilovita 1éze (Sessile serrated adenoma — SSA). SmiSené polypy, které vnikaji spojenim vice
typu pilovitych 1ézi nebo minimalné jednoho typu pilovité 1éze s adenomem (Mansoor et al.,
2013).

2.4 Patologie nadori

Progrese rakoviny ma formu somatického vyvoje, v némz nékteré mutace davaji
bunkam selektivni proliferaéni vyhodu (Cahill et al., 1998). Mutace je tedy jednim
Z dominantnich faktor limitujicich rychlost pfechodu mezi jednotlivymi stupni nadorové
progrese (Frank et Nowak, 2004). Predpoklada se, Ze k pocatku tumorogeneze v jedné
bunécné linii pfedchazi 4-6 ndhodnych limitnich mutaci (Armitage et Doll, 1954; Nowell,
1976; Renan, 1993). Hanahanan et Weinberg (2000) naznacuji, ze pfitomnost Sesti bunéénych
zmén ¢i znakl, dohromady tidi populaci normalnich bunék k tomu, aby se staly rakovinnymi.
Témito znaky jsou: sobéstacnost v produkci ristovych signalii, necitlivost k signdlim
potlacujicim rist, unik apoptdze, neomezeny replikacni potencidl, nepfetrzita angiogeneze,
tkaflova invaze a metastazovani. Geneticka nestabilita mize byt definovana jako ,,opraviujici
vlastnost®, kterd umoziuje buitkdm zisk dal$i mutace zptisobené vadou oprav DNA. Vsechny
tyto znaky predstavuji jakousi pomyslnou sadu pravidel, ktera jsou zadkladem pro transformaci
normalni tkané na rakovinnou. Pokud nddorové buitky nemaji schopnost invazivniho riistu a
metastazovani, vede klondlni proliferace primarn¢ transformovanych bunék ke vzniku
benigniho nadoru. Vznik zhoubného nddoru nastavda az po vzniku genetickych a
fenotypovych zmén, které méni vlastnosti jiz existujicich a mnoZicich se nadorovych bun¢k

tak, ze jsou schopny prorustat do okolni tkané€ nebo cévniho fecisté (Holubec et al., 2004).

2.4.1 Patologie a vznik CRC

Vyvoj CRC miZzeme oznacit za vicestuptiovy proces, ktery zahrnuje 3 faze - iniciaci,
propagaci a progresi (Weinberg, 1989). Zahajujici udalosti tumorogeneze jsou stabilni zmény
ve struktufe nebo sekvenci DNA (mutace). Dale nasleduje nekontrolovatelnd expanze
neoplastickych klont, které charakterizuji rist tumoru (Ponz de Leon, 1996). Kolorektalni
karcinom je vysledkem fady genetickych zmén, které vedou k postupné nevratné ztraté

kontroly bunéc¢ného rustu a diferenciace. Tyto zmény zpiasobuji mutace v onkogenech a
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tumorsupresorech, nésleduje kumulace téchto mutaci a naruSeni epigenetické rovnovahy
(Hussain et Harris 1988; Peltomaki, 1944). Tyto fakta jsou v souladu s existenci nékolika
molekuldrnich drah uskuteciiujicich prfechod normalni sliznice v karcinom. Ruzné
molekuldrni drahy vysvétluji existenci stievnich nadort s rtiznou biologickou povahou.
Patrné stejné fenotypové projevy mohou vznikat disledkem rozdilnych molekuldrnich zmén a
pravdépodobné také riznych interakci gend a prostiedi (Vogelstein et al., 1988).

Vétsina kolorektalnich malignit se vyviji z jiz existujicich adenomi (Kalus, 1972), coz
jsou jasn¢ ohrani¢ené shluky dysplastického epitelu, které lze rozdé€lit do rGznych
histologickych typt: maly adenom — velky adenom - karcinom. Existuji klinické,
epidemiologické a experimentdlni diikazy, které jasné naznacuji, ze adenomatdzni polypy
ptredstavuji pfirozeny prekurzor karcinomu. To vSak neznamena, Ze se vSechny polypy
vyvijeji v rakovinu a zéroven se také nevylucuje moznost vzniku ,,de novo* karcinogeneze
(Rembacken et al.,2000). Piechodu normalni sliznice v adenom se muzou ucastnit také
nadorové prekurzory adenomatdznich 1ézi a karcinomt - ,abberant crypt foci“ (ACF)
(Roncucci et al., 1991). Mezinarodni klasifikace nemoci pro onkologii rozliSuje novotvary na
sttevni a rektdlni. Nov¢jsi pohled vSak naznacuje, Ze se jedna spiSe o tfi rGzné typy
kolorektalnich malignit a to rakovinu pravého kolon, rakovinu levého kolon a rakovinu
konec¢niku (Takayama et al., 1998).

Postupnd morfologickd progrese nadorového vyvoje a piistupnost 1ézi v kazdé fazi
jejiho postupu usnadituje ziskdvani molekularnich dat o kolorektdlnim karcinomu. Piimé
genetickd analyza umoznuje ur€it, které z tumor-supresorovych geni a onkogenli jsou
zapojeny V klonalnim vyvoji CRC a také studovat relativni nacasovani genetickych zmén
béhem tohoto procesu. Na zdklad€ velikosti, poméru vilozni sloZky a zavaZznosti dysplazie
muzeme adenomy klasifikovat jako Casné (stddium I), sttedni (stddium II) a pozdni (stadium
IIT). Kazda faze morfologické progrese je spojena se zvySenym poctem mutaci (Vogelstein et

al., 1988) (viz Obr. 1).



Obriazek 1: Pfechod normalni sliznice v adenom
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2.5 Klasifikace kolorektalniho karcinomu

Klasifikace CRC je nezbytna pro primarni a sekundarni prevenci tohoto onemocnéni.
Dle endogennich rizikovych faktorii mizeme kolorektalni karcinomy rozdé¢lit na sporadicky,
hereditarni a familiarni. Dané rozfazeni objasiiuje zplsoby dédi¢nosti a vztah k rozvoji
karcinomu (Suchanek et al., 2011).

Sporadicky kolorektalni karcinom tvoti 80-85% vSech CRC. Nador vznika spontanné
bez dédicné predispozice pouze na zakladé pisobeni vnéjSich vlivli. Nejvétsim rizikovym
faktorem je v tomto ptipadé veék. Nartst incidence stoupa od 50 let (Suchanek et al., 2011).
Soucasny biomedicinsky vyzkum nadorovych onemocnéni je zamétfen na jednotliva stadia
zrodu a vyvoje nadoru ve snaze porozumét zakladnim molekularnim procesim a jejich
moznému ovlivnéni ¢i uplnému zastaveni (Minarik et Minarikova, 2005).

Hereditarni formy CRC tvofi skupinu dobie definovanych genetickych syndromt.
Pacienti s touto diagnostikou vyzaduji radikalni, nakladnou specifickou 1é¢bu, do které je

tteba zapojit také vysetfeni a pravidelné preventivni sledovani ptibuznych 1. stupné.
2.6 Hereditarni formy CRC

2.6.1 Lynchav syndrom (LS)

Lynchtiv syndrom byl poprvé popsan roku 1913 prof. Warthinem jako ptipad
»Karcinomové rodiny G*, pozdé&ji pak Lynch po doplnéni udaji o této familiarni forme
kolorektalniho karcinomu s absenci polypozy piejmenoval onemocnéni na ,,syndrom
karcinomové rodiny* a posléze na hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom. Nyni se
jako synonymum uziva vyraz Lynchtiv syndrom (Daum et al., 2014).

LS je autozomalné dominantni onemocnéni, jehoZ pficinou je gemindlni mutace v tzv.
wmismatch repair genech (MMR). Tyto tumor supresorové geny: MSH2, MLH1, PMS1,
PMS2 a MSH6 (Quirke et al. 2010) produkuji enzymy opravujici replikaéni chyby v DNA.
V disledku poSkozeni MMR systému v mikrosatelitech vznikaji pofetné zmény zejména
mono-, di-, tri- nukleotidi, hovofime tedy o mikrosatelitové instabilit¢ (MSI). MMR geny
koduji MMR proteiny, které se spojuji do funkéich heterodimernich komplext. Typické je
spojeni MSH2 — MSH6, které rozpoznava chyby v DNA a signalizuje jeji poSkozeni a MLH1
— PMS2, které¢ nalezené chyby opravuje, zastavuje bunécny cyklus a indukuje apoptézu
Vv reakci na poSkozenou DNA.

LS podminuje vznik mnohacetnych zhoubnych nadoru. U pacientti s diagn6zou LS se
Vv souc¢asné¢ dob¢ predpokladd az 5% pravdépodobnost vzniku CRC a poté 16%
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pravdépodobnost onemocnéni dalSim nadorem tlustého stfeva. Zarovenn u pacient s touto
diagnézou vznikd zvySené riziko vzniku karcinoml endometria, zaludku, tenkého stieva,
ovaria, ledvinné panvicky a mocovodu, nadori mozku a ktze. Charakteristickym znakem
Lynchova syndromu je ,,absence premorbidniho fenotypu* - nador lze diagnostikovat az po
nalezu maligniho tumoru, jelikoz nedochazi k benignim zméndm pted jeho propuknutim
(Daum et al., 2014).

Lynchiv syndrom I (Hereditary site specific colon cancer), je charakteristicky
zvysenou incidenci rakoviny tlustého stieva. Lynchiv syndrom II (The cancer family
syndrome), je s ohledem na vznik rakoviny tlustého stfeva stejny, ale je spojen se zvySenym
rizikem vzniku extrakolonickych adenokarcinomu vyskytujicich se zejména v zaludku,
délozni sliznici a pankreatu, které se vyviji v relativné mladém veku a dédi se integralné (na
stejny gen) (Fitzgibbons et al.,1987).

Muir-Torreho syndrom (MTS) je fenotypickou variantou Lynchova syndromu. Jde o

MV

MLH1 a MSH2 (Zavoral et al. 2013).

2.6.2 Familiarni edenomatézni polypo6za

Familiarni adenomatozni polypoza (FAP) je po LS druhou nej€astéjsi pfiinou
geneticky podminéného CRC a tvofi 1 % vSech diagnostikovanych kolorektalnich karcinomtl.
FAP je autozomalné dominantni onemocnéni zplsobené zirodeCnou mutaci
tumorsupresorového genu APC (adenomatous polyposis coli) (Zavoral et al., 2013),
diagnostice pfedchazi genetické vySetfeni mutaci v tomto genu. Gen APC je lokalizovan na
dlouhém raménku chromozomu 5 (Bodmer et al. 1987). Bylo popsano vice nez 700
zarode¢nych mutaci v genu APC, vétSina z nich mé za nésledek vznik abnormalné kratkého,
nefunkéniho proteinu (Powell et al., 1992). Typ a lokalizace mutaci v genu maji vliv na
klinické projevy onemocnéni FAP. Zavazné polyp6zy charakteristické nalezem vice nez 1000
adenomtl jsou zplisobeny mutacemi v centrdlni oblasti genu mezi kodony 1250 a 1464.
Jedna se o nejcastéjsi mutaci genu APC, ktera spole¢né s deleci péti bazi v oblasti kodonu
1061 tvofti asi 15-20 % mutaci identifikovanych u pacientti s FAP (Olschwang et al., 1993)

Mnohocetné karcinomy vznikaji ve velmi mladém ve€ku. K diagnostikovani FAP je
nutny nalez 100 a vice adenomovych polypi v tlustém stfeve €1 rektu. Penetrace onemocnéni
je 100% do 50 let véku (Plevova et al. 2009). Polypy se zacinaji tvofit v prvni dekad¢ Zivota

ve veku 15 let. Dohled v podobé endoskopického vySetfeni kone¢niku a tlustého stfeva
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(sigmoidoskopie) proto zacind jiz v deseti letech, poté je pacientim nabizena preventivni a
totalni kolektomie.

Attenuovana FAP (AFAP) je klinicky diagnostikovana menSim poctem polypt
(10 - 100) v pozdgjsim veéku je zaptic¢inéna mutacemi v exonech 1-4 (kodony 1-158) (Spirio
et al., 1993). Jedna se o méné zavaznou variantu FAP, které je pfipisovano pramérné 70%
celozivotni riziko zisku CRC (Zavoral et al., 2013). Jedna pétina vSech klinicky
diagnostikovanych pacientii s AFAP nenese zadné APC mutace (Hamilton et al., 2000).

MYH asociovana polypoza je autozomalné€ recesivni polypdza podminéna bialelickou
zarode¢nou mutaci v genu MYH, ktery lezi na kratkém raménku chromozoému 1 a plni funkci
odstrafiovani oxidativné zptisobenych chyb DNA (Plevova et al., 2009). Spatné funkce tohoto
proteinu zpusobuje ¢asté transverze G:C na T:A (Al-Tassan et al., 2002). Dvojité mutace
MYH byly nalezeny u 7 % pacientt s klinickou diagnézou klasické adenomatdzni polypdzy,
avsak bez APC zarode¢né mutace (Sieber a kol. 2003).

Turcotitv syndrom je charakterizovan vyskytem mozkovych tumor (piedevsim
gliomil) sdruZenych s adenomatdzni polypdzou tlustého stieva. Ptic¢inou je mutace genit APC
a hMSH2.

Peutz-Jeghersitv  syndrom (PJS), autozomalné¢ dominantni onemocnéni, je
charakterizovan asociaci gastrointestinalnich polypti s mukokutdnnimi pigmentacemi
(Puchmajerova et al., 2009). PJS ptednostné postihuje tenké sievo, ale objevuje se také
v zaludku a tlustém stfeve. Riziko vzniku dal$iho nadoru gastrointestinalniho traktu (GIT)
¢ini 66%. U muzi je nasledkem této diagnodzy zvySené riziko nadord varlat, u Zen pak
karcinomu mammy, ovarii a cervixu. Pfi¢inou je mutace genu STK11 (Tomlinson et Houston,
1997).

2.7 Molekularni cesty vzniku sporadického CRC

Sporadické formy CRC mohou vznikat z minimdlné dvou riznych karcinogennich
drah. Tradi¢ni cesta karcinogeneze nazyvana jako supresorova (adenoma-carcinoma pathway)
vyplyvda z Fearon Vogelsteinova modelu a souvisi s mutacemi onkogeni a
tumorsupresorovych gent, jako je napi. K-RAS, APC, TP53, DCC (Fearon et Vogelstein
1990). Tato cesta je také soucasti chromozomalni nestability (CIN).

Druhou hlavni cestou karcinogeneze je mutatorova draha (MSI), ktera je pfitomna v
15% vsech piipadi sporadického kolorektalniho karcinomu. Je charakterizovana hromadénim

mutaci v mikrosatelitovych sekvencich zptisobenych vadou MMR gent, nejcastéji hMLH1
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nebo hMSH2. Zminéné dvé cesty maji jasné molekularni rozdily. VSeobecné, mutatorové
nadory nejsou tak zavazné jako supresrové. (Moran et al., 2010).

Kolorektalni karcinom vznikd v disledku hromadéni ziskanych genetickych a
epigenetickych  zmén, které pfeménuji zldzové epitelové bunky do invaznich
adenokarcinomil. Kroky, které pfeménuji normalni epitel na benigni neoplazie (adenomy),
invazivni karcinom a pfipadné dale v metastaticky karcinom jsou popsany v klasickém
progresnim nadorovém modelu navrzeném pany Fearonem Vogelsteinem (Vogelstein et al.,
1988) Od dob, kdy byl tento model navrzen, nase chapani molekularni patogeneze znac¢né
pokrocilo, coz vedlo k jeho ¢etnym revizim. Pivodni model napiiklad navrhuje, ze pouze
benigni a tubuloviléozni adenomy maji potencial pokrocit v invazivni adenokarcinom. V
soucasné¢ dobé je znamo, ze polypy, jako jsou pfisedlé pilovité adenomy (sessile serrated
adenomas - SSA) a tradi¢ni pilovité adenomy (traditional serrated adenomas - TSA), maji
také potencial maligni transformace (Goldstein, 2006; Jass, 2004). Zminéné polypy jsou
»alternativni cestou” vzniku malignity, pfi¢emz podmnozina hyperplastickych polypa se
vyviji v pilovité nddory (SSA nebo TSA) a Cast téchto nadorG postupuje dale k vzniku
rakoviny. Premaligni pilovité polypy Castéji vznikaji v proximalni ¢asti tlustého stieva (Baker
et al.,2004) a jsou spojeny s mikrosatelitovou nestabilitou a DNA methylaci v oblasti CpG
ostrovil, zatimco konvenéni benigni adenomy vznikaji prostfednictvim bialelicé inaktivace
tumor-supresorového genu APC a odraZzi chromozalni nestabilitu CIN. Dals§i molekularni
postizeni (léze), jako je napiiklad mutace genu BRAF V600E, je cCastéji identifikovano v
nadorech vznikajicich prostfednictvim "serrated neoplasia pathway* (Noffsinger, 2009). Tato
cesta vznika nasledkem hypermetylaci genti, coz ma za nasledek zvySenou MAPK / ERK
signalizaci a tim 1 zvySenou proliferaci bunék. Nasledna metylace jinych geni a ztrata tumor

supresorovych gent, jako je TP53, p16 aj. vede k dalsimu rozvoji CRC (viz Obr. 2).
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Obrazek 2: Cesty vzniku kolorektalniho karcinomu
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2.7.1 Cesta chromozomalni nestability - CIN

Chromozomalni nestabilita je definovana jako pfitomnost numerické chromozomalni
zmény nebo mnohonasobné strukturalni aberace zplsobené piedevsim poruchami mitézy
(Walther et al., 2008). V CRC je CIN nejcastéjsi formou genomové nestability (Grady et
Carethers 2008). 65-70 % sporadickych CRC vykazuje zvySenou troven zisku/ztraty celého
chromozomu nebo jeho velké casti, coz vede ke karyotypové variabilit¢ mezi bunkami.
Predpoklada se, ze CIN fenotyp mé& dominantni charakter (Lengauer et al., 1997, 1998),
jelikoz k jeho projevu staci ztrata jedné funkcni alely. Dusledkem CIN dochézi k castym
aneuploidiim, subchromozomdlnim genomovym amplifikacim a mnohdy také ke ztraté
heterozygozity (LOH) (Pino et Chung, 2010). Pravé LOH odliSuje tumory vznikajici
nasledkem CIN od tumort, které maji ptivod v MSL

Jednim z mechanizml vedoucim k CIN jsou napt. chyby v segregaci chromozému v
prubéhu mitézy nésledkem mutaci gent, které koduji proteiny plnici funkei regulatora
mitotického kontrolniho bodu (MADILI, MAD2L1, BUBI, KIF11). Hypotéza vzniku

aneuploidii podle Boveri, (2008) zahrnuje dva kroky. Prvni Iniciujici udélosti (napf. Spatna
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formace d¢liciho vieténka) je nespravny rozchod chromozémi. V druhém kroku pak
aneuploidie destabilituji genom, davaji vznik klondlnim mutacim a vysledkem je heterogenni
fenotyp. Aneuploidie tedy stimuluji tumorgenezi budto zvySenim Sance vzniku LOH
tumorsupresort nebo amplifikaci onkogenti diky chromozomalnim amplifikacim.

CIN fenotyp muze vzniknout také nasledkem nestandardniho poctu ¢i funkce
centromery nebo dysfunkci telomery (Duesberg et al., 2004; Castillo et al., 2007). Rozséhlé
metaanalyzy dokézaly, ze zklinického hlediska je CIN markerem Spatné prognozy
kolorektalniho karcinomu. (Popat et al., 2005; Walther et al., 2008). Yan et al. (2002) a
Kinzler et Vogelstein (2002), uvadi, ze chromozomalni nestabilita zptisobuje ztatu wild type
alely supresorovych gent jako jsou APC, P53 a SMAD 4, které za normalnich okolnosti
zabranuji vzniku maligniho fenotypu. Burrell et al. (2013) vsak tvrdi, Ze CIN muze nastat
prostfednictvim DNA replika¢niho stresu. To znamena, Ze rozdil mezi CIN a MSI nemusi byt

tak vyrazny, jak se predpokladalo dfive.

2.7.1.1  Supresorova cesta / adenoma — carcinoma pathway

Ve vétsiné pripadl vznikaji karcinomy z jiz existujicich adenomii. Fearon et
Vogelstein (1990) navrhli model kolorektalni karcinogeneze, ktery vzajemné propojuje
specifické genetické zmény s vyvijejici se tkanovou morfologii. Z modelu je evidentni, ze
kazdy krok od normalni sliznice ke karcinomu zahrnuje konkrétni genetické zmény.

V ranném vyvojovém stadiu CRC se po inaktivaci nadorového supresoru
Adenomatous polyposis coli (APC) zacinaji tvofit banigni nadory. Inaktivujici mutace v APC
genu zahajuji proces vzniku nadoru, jelikoz zplisobuji vznik abnormadlni tkané ve stfevnim
epitelu, ze které se pozdé€ji mohou vyvijet rané adenomy (Snustad et al., 2009). Aktivace
protoonkogenu K-ras je spojena s pfechodem raného adenomu ve stfedni adenom. Genomové
zmény jako je ztrata chromozomu 18, spolu se ztratou DCC genu (deleted in colon cancer),
zpusobi ptechod stiedniho adenomu v pozdni adenom. Néslednd ztrata nddorového supresoru
p53 (TP53) a zisk chromozomu 8q jsou spojeny s transformaci adenomu v karcinom.
Schopnost nadoru metastazovat vyzaduje ztratu chromozomu 8p, ktera je spojena s
pifechodem karcinomu v metastaticky karcinom (Fearon et Vogelstein, 1990; Kinzler et
Vogelstein 1996; Grady, 2004).

Tento linearni model se pozdéji vyvinul v komplexnéjsi, slozity, mechanicky piistup
(Gatenby et Vincent, 2003), ktery zahrnuje 3 zakladni principy cesty Adenoma-carcinoma —

k zahajeni tumorogeneze je potieba vice genetickych zasahu (Pino et Chung 2010; Haigis et
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al., 2008), progrese CRC se ucastni n¢kolik diskrétnich posli a adenomy vznikaji z ACF
Vv epitelu tlustého stieva (Takayama et al., 1998).

2.1.1.2  Geny zapojené v supresorové cesté

V exonech CRC bylo nalezeno ptes 80 somatickych mutaci, z nichz pfiblizné 15
iniciuje nadorovou progresi a/nebo udrzovani nadoru (Wood et al., 2007). Mezi
nejvyznamnéjsi geny (onkogeny a tumorsupresory) somaticky mutovnané v CRC patii napf.
APC, KRAS a P53 o kterych se zmiiuji v nasledujicich odstavcich.

APC gen tvofi 15 exonl a je mutovany v 82 % piipadech rakoviny tlustého stfeva a
konec¢niku (Jess, 2002). Protein APC ma nejvyznamnéjsi roli ve Wnt signalni draze, kde je
soucasti multiproteinového komplexu. K pfenosu signalu tato drdha vyuziva signalni
molekulu B-katenin. Pokud nedojde k navazani ligandu na receptor, vznikd destrukéni
komplex, ktery je tvofen proteinem axinem na ktery se vaze APC, glykogen syntdza kindza
3p (GSK - 3pB), a kasein kinaza 1 (CK1). Tento komplex fosforyluje a nasledné ubikvitinuje
B-katenin, ktery je nasledné degradovan v proteasomu (Polakins, 2000). Jednou z hlavnich
pri¢in naruseni multiproteinového komplexu je mutace v APC. Ztrata APC zplisobuje
nedostate¢né odbouravani a akumulaci B-kateninu v cytomplazmé, ktery poté tvoii komplex
s DNA vazebnymi proteiny TCF/LEF a vstupuje do jadra, kde ftidi transkripci
tumorsupresorovych geni (Barker, 2008). Cilové geny Wnt drdhy mohou byt napf. geny
regulujici bunécny cyklus (cyklin D, c-Myc), nékteré geny souvisejici s progresi nadori a
gastrin (Wong et Pignatelli, 2002) (viz Obr. 3).

Ztrata APC miZe ovliviiovat spravnou regulaci mitézy a pfispét k chromozomalni
nestabilit¢ (Worthley et a., 2007). APC tedy souvisi s karcinogenezi na riznych trovnich:
zaujima vyznamnou roli ve Wnt draze, ovliviiuje cytoskelet, bunécnou polaritu segregaci
chromozomu, ztratu bunécné adheze a apoptozu.

Alternativnim mechanizmem inaktivace APC genu muze byt hypermetylace jeho

promotoru, ktera je ptitomna u 18 % CRC (Esteller et al., 2000).
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Obrazek 3: APC a Wnt draha
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Proto-onkogen K-ras je ¢len rodiny malych RAS G-proteint, kterou tvori K-RAS4A,
K-RAS4B, H-RAS a N-RAS. Protein Ras je soucasti mnoha bunétnych procesu, je zapojen
do drah spravné proliferace a diferenciace a zprostiedkovava signalizaci z receptorQ
rustovych faktort, jako je napt. receptor pro epidermalni ristovy faktor (EGFR) (Malumbres
et Barbacid 2003), na transduk¢ni signalni drdhy. Jednou z vyznamnych drah, které je K-ras
soucasti miiZze byt napf. mitogen aktivovana protein kindzova draha (MAPK). K-ras je aktivni
pouze ve vazbé s GTP. Jednonukleotidové bodové mutace uzamknou enzym v GTP vazbé,
coz vede k jeho konstitutivni aktivaci a nasledné aktivaci transkripcnich faktorti regulujicich
napf. cyklin D1, ktery je zapojen do kontroly bunétného cyklu. K-ras mutace se Casto
nachdzeji v ACF, ale jejich pfitomnost k iniciaci vzniku adenomu neni nutnd (Pretlow et
Pretlow 2005). Nasledkem ziskané mutace v K-ras mohou buiiky béhem vyvoje CRC ztratit
svou polaritu a dochazi pak k oslabeni bunécnych adheznich (Smakman et al., 2005).
Mutantni K-ras podporuje hyperplasticky rust epitelu tlustého stieva (Vogelstein et al., 1988,
Leslie et al., 2002), coz potvrzuje nalez K-ras mutaci u 35 — 42% velkych adenomu

kolorektalniho karcinomu.
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TP53 je umistén na chromozomu 17 a kdduje transkripéni faktor, ktery je
tumorsupresorem a zaroven hlavnim reguldtorem DNA metabolismu, apoptozy, fagocytozy,
starnuti, angiogeneze, imunitni odpovédi, diferenciaci bun€k aj. dysfunkce p53 je
V humannich nadorech téméf univerzalni. V CRC se TP53 ucastni ptfechodu adenomu
v karcinom (Leslie et al. 2002). Zmény v TP53 byly uvedeny u 4-26 % adenomt a 50 — 75%
adenokarcinomil. Protein p53 blokuje bunécny cyklus a spousti G1 fazi bunééného cyklu, coz
umoziuje opravovat chyby DNA vzniklé béhem replikace nasledkem stresu. Pokud je
poskozeni DNA tak zavazné, ze jej nelze opravit, je schopen indukovat apoptozu (Pietsch et
al., 2008).

DCC (Deleted in colon cancer) je tumor-supresorovy gen, lokalizovany na
chromozomu 18, jehoz alelickou ztratu vykazuje asi 70% CRC (Takayama et al., 2006).
Exprese tohoto genu je v CRC c¢asto snizena (Mehlen et Fearon, 2004). DCC protein je
transmembranovy receptor superrodiny Ig pro netriny, coz jsou faktory zapojené v axondlnim
vedeni nervového systému. Mimo jiné ma DCC také vyznam v intracelularni signalizaci
(Chen et al., 1999).

TGF-B je jednim z nejsilngjSich pfirozené se vyskytujicich inhibitorti bunécného ristu.
Signalni drdha ptsobi pfes transmembranovy receptor typu I (TGFBR1) a membranovy
receptor typu Il (TGFBR2). Intracelularni signalizace se aktivuje po vytvoreni
heterodimerického komplexu TGFBRI1-TGFBR2, které indukuje TGF-f (Shi et Massagué,
2003). Mutace v TGF-B ovliviiyji transkripci gent zapojenych do buné¢ného ristu,
diferenciace, produkce matrix, imunitniho dohledu a apoptézy (Massague, 1996). TGF-p
signalizace muze byt narusena delecemi nebo mutacemi v tumorsupresorovych genech pro
SMAD proteiny lokalizovanych na chromozomu 18 coz je bézné¢ deletovanad oblast
adenokarcinom stfev. Mutace TGFBR2 se vyskytuji u mnoha typl kolorektalnich karcinomt
(Markowitz et al., 1995, Lu et al., 1998) a koreluji s progresi adenomu v karcinom (Grady et
al., 1998).

2.7.1.3 BRAF
Gen BRAF je clen rodiny RAF kindz, ktery na molekuldrni urovni puasobi
prostiednictvim vazby na RAS geny (Deschoolmeester et al., 2010). BRAF koduje BRAF
protein, ktery pomahé pienaSet chemické signdly z vnéj$iho prostfedi buiiky do buné¢ného
jadra. Mutace tohoto genu hraji dtlezitou roli ve vyvojovém modelu CRC, diive popsaném

jako ,,serrated neoplastic pathway* neboli cesté¢ mikrosatelitové nestability. Tato cesta vzniku
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CRC zahrnuje mutace v signalni kaskadé RAS / RAF / MEK / ERK, ktera reguluje rist,
proliferaci, diferenciaci, pohyb a apoptézu bun¢k (Mason et al, 1999).

Nejcastéjsi mutaci genu BRAF v humannich nadorech, je V60OE (Cantwell-Dorris et
al., 2011). Tato mutace v genu BRAF vyusti v substituci valinu za kyselinu glutamovou
v poloze 600 (V600E) v BRAF proteinu. BRAF V600E vyvolava strukturni zmény, které
zpusobi zvysenou aktivitu BRAF proteinu (Loupakis et al., 2009) i v nepiitomnosti jakéhokoli
extracelularniho podnétu, coZ umoznuje bunce, aby se stala sob&stacnou ve vlastni regulaci
rustovych signalti (podpora ristu nadorovych bunck). BRAF V600E tak miize ziskat az 500x
vyssi aktivitu. (Wan et al., 2004). Pritomnost mutace BRAF V600E je vyznamnym
prognostickym faktorem pro celkové preziti pacientii s CRC ve II/III stadiu, zejména pak u
nadort s MSI-L nebo MSS Roth et al.,2010).

Davies et al (2002) identifikovali aktivujici mutace v BRAF, které zahrnovaly z 80 %
mutaci BRAF V600E. Mutace zptisobuje bunéény rust i v nepfitomnosti funkénich RAS gent,
¢im se odliSuje od ostatnich BRAF mutaci (Davies et al., 2002). U pacienti s CRC se BRAF
V600E nevyskytuje v ptitomnosti KRAS mutace, K pieziti bunék tedy musi zdstat alespon
jedna z téchto drah neporusena. (Deschoolmester et al., 2010; Nagasaka et al., 2008). Nadory
s mutacemi onkogenu RAS jsou rezistentni vici lé¢bé EGFR inhibitory, proto mohou mutace
Vv proto-onkogenu RAS piedpovédét uspésnost zvolené 1éEby (Roth et al.,2010; Peeters et
al.,2010). U pacientd s kolorektalnim karcinomem KRAS wild type se vyznamné zlepsila
prognéza po zavedeni cilenych molekularnich 1éka jako je anti-EGFR (anti-epidermal growth
factor) (Van Cutsem et al., 2011). Nadory s mutaci KRAS nebo BRAF maji odli$na specifika
(Davies et al, 2002; Fansén et al., 2004; Rajagopalan et al., 2002). KRAS mutaci disponuji
nadory s agresivnéj$im fenotypem a mén¢ ptiznivymi klinickymi vysledky (Benhattar et al,

1993; Kikuchi et al., 2009).

2.7.1.4  PI3K signalni draha a role PIK3CA v priitbéhu karcinogeneze CRC
PI3K (fosfatidyl-inositol-3-kinaza) — intracelularni lipidova kinaza a jeji zasadni role
v bunéénych funkcich dilezitych v progresi rakoviny a onkogenezi, byla objevena pied vice
nez dvaceti lety. (Whitman et al., 1985; Engelman et al. 2006) Zmény, které vedou ke
zvySené signalizaci PI3K, patii k nejCastéjSim zmeéndm nalezenych v huménnich nadorech.
Tato draha ma dulezitou roli v brzkych a pozdnich stadiich CRC (Samuels et al., 2004).
Zname 3 tiidy PI3 kindz, které se lisi strukturou a funkci. Ttida Ia, s nejcastéjSim vyskytem
V humannich nadorech, se sklada z regulacni (p85) a katalytické (p110) podjednotky (Yuan et

Cantley, 2008). Geny PIK3R1, PIK3R2 a PIK3R3 koéduji rizné izoformy regulacni
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podjednotky p85, zatimco katalytické podjednotky pl10a, pl10f a pl10y koéduji geny
PIK3CA, PIK3CB a PIK3CD. (Engelman et al. 2006; Katso et al., 2001). PI3K b&zn¢ aktivuji
somatické mutace, které se nejcastéji nachazi na PIK3CA a PIK3CB v nadorovych bunkach
(Samuels et Velculescu, 2004).

Vzhledem k soucasnému efektivnimu screeningu a diagnostice CRC je mnoho
pacientd diagnostikovano jiz v ¢asnych stadiich tohoto onemocnéni (Maringe et al., 2013).
Pouziti adjuvantni (pomocné) chemoterapie je povazovano za standard stabilizovanych
pacientll nachazejicich se ve III stddiu onemocnéni. U pacienti ve II stadiu nejsou tyto
vyhody systémové terapie dolozeny (Labianca et al., 2010). Dle nékolika histopatologickych
a molekularnich charakteristik klasifikujeme pacienty ve II stadiu jako pfipady s nizkym c¢i
vysokym rizikem recidivy, coZ poméha pii rozhodovani, zda nasadit chemoterapii ¢i ne. Nové
se nyni diskutuje o tom, zda témto pacientim podavat monoterapii ¢i kombinaci
chemoterapie Proto jsou zapotiebi nové prognostické a prediktivni biomarkery, k zlepseni
vybéru téchto pacientll a data naznacuji, ze PIK3CA miize byt vyznamnym faktorem tohoto
rozdéleni (Labianca et al., 2010; Tournigand et al., 2012).

Analyzy tkéani polypt a kolorektalnich karcinomt prokazaly ptitomnost mutaci v genu
PIK3CA v 6 % nemalignich 1ézich, coz naznacuje, ze k témto genetickym zménam dochazi
v ¢asnych fazich (primarnich udalostech) tumorgeneze CRC (Velho et al., 2008). Pocet
vzorkd nemalignich 1ézi vSak byl nedostacujici, proto je pozadovano potvrzeni téchto
vysledkl. V jiném ¢lanku jsou PIK3CA mutace popsany jako pozdni udalosti v ,,adenoma-
carcinoma“ sekvenci (Samuels et al., 2004).

Mutace v PIK3CA jsou pfitomny v piiblizné 15 az 20% z tlustého stfeva a kone¢niku
(Whitman et al., 1985; Samuels et Velculescu, 2004). ZvySena exprese PI3K zvySuje aktivitu
PTGS2 a syntézu prostaglandinu E2, coz vede k inhibici apoptézy u nadorovych bunék
tlustého stfeva. Aspirin miize potlacit rist rakovinnych bunék a vyvolat jejich apoptéozu
zablokovanim PI3K drahy (Uddin et. al., 2010) K prizkumu potencionalniho vyuziti aspirinu
jako adjuvantni 1é¢by u vybranych pacienti s CRC Liao et al., 2012 analyzovali 964 pacientd,
kteti podstoupili resekci CRC na pfitomnost mutace PIK3CA. Autofi prokazali, Ze pravidelné
uzivani aspirinu u pacientll s nadory s mutaci v genu PIK3CA celkové zvySuje preziti. U
pacienti s wild type PIK3CA uzivani aspirinu pieziti neovliviiuje (Liao et al., 2012).
Ochrannou roli aspirinu u pacientti s mutaci v genu PIK3CA nasledné potvrdili Domingo et

al., 2013, ktefi podrobili analyze 896 vzorkii v rozsahlé randomizované klinické studii a
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prokdzali, ze pravidelné uzivani aspirinu po diagnéze CRC je spojeno se sniZenou mirou

recidivy u PIK3CA mutantnich pacientt.

2.7.2 MSI

Mikrosatelity jsou kratké repetitivni sekvence DNA opakujici se tandemové v celém
genomu. Délka mikrosateliti se v ramci jednoho jedince neméni, mezi riznymi jedinci se
vSak lisit mtize. Pokud délka mikrosatelitovych sekvenci v rdmci jedince kolisa, oznacuje se
tento stav jako nestabilita mikrosatelitd (MSI). Stupeiit MSI se stanovuje dle mezinarodnich
kodifikovanych markerti. RozliSuji se stavy se stabilnimi mikrosatelity (microsatellite stable,
MSS), s nizkym stupném nestability (microsatellite instability — low, MSI-L) a s vysokym
stupném nestability mikrosatelitd (microsatellite instability — high, MSI-H) ( Boland et al.,
1998).

MSI nadory, které vznikaji touto cestou (také nazyvané jako Replication Eror, RER
+), jsou charakterizovany Obrovskym hromadénim mutaci v mikrosatelitovych sekvencich.
Vyskyt mutaci v MSI nadorovych bunkach je 100 az 1000 krat castéj$i ve srovnani s
normalnimi bunikami (Pawlik et al., 2004). Tyto posunové mutace (frameshift mutations) jsou
zblisobeny prvotnim defektem MMR gent a pritomnost MSI je jiz fenotypicky dikaz o tom,
ze MMR systém nepracuje spravné (Geiersbach et Samowitz, 2011). MMR systém
pfedstavuje minimalné sedm tumor supresorovych genti, mezi které patti hMLH1, hMLH3,
hMSH2, hMSH3, hMSH6, hPMS1 a hPMS2 (Hoeijmakers, 2001). MMR proteiny tvofi
komplex, ktery se vaze do chybné oblasti DNA, identifikuje jeji spravny fetézec a poté chybu
vystiihne a opravi (Geiersbach et Samowitz, 2011). Pokud jsou MMR proteiny funkéni,
opravi chyby vzniklé ,,sklouznutim“ DNA polymerazy v mikrosatelitovych sekvenci béhem
replikace. Nejcasné€jsi udalosti v MSI progresi CRC je stejné jako u CIN ztrata funkce APC
proteinu (Armaghany et al., 2012).

MSI (mutatorova) draha byla navrzena jako alternativni karcinogenni mechanismus
CIN drahy (Thibodeau et al., 1993) a je ptitomna v piiblizné¢ 15% - 20% sporadickych CRC.

MSI-H vznika inaktivaci obou alel jednoho genu. (velké zastoupeni tandemovych
repetic). Nardst tisicd mutaci charakteristickych pro MSI-H fenotyp vyzaduje inaktivaci
MMR gentl. Zarode¢né mutace nebo epigenetické zmény v hMLH1 (pfevazné uml¢ovanim
zpusobenym metylaci) a hMSH2 jsou nejcastéjsi pri¢inou MSI-H u sporadického CRC (a také
v HNPCC). Mutace hMSH6 jsou méné Casté a zmény ostatnich MMR gent jsou jen velmi

vzacné (Imai et Yamamoto, 2008). Tyto udaje podporuji myslenku, Ze ztrata exprese proteini

19



hMLH1 a hMSH2 je spojena s Uplnou inaktivaci MMR systému, zatimco vady v jinych

proteinech zptisobuji pouze ¢aste¢nou deficienci MMR (Hoeijmakers, 2001).

2.7.21 MSI-H

Mezinarodni kritéria pro klasifikaci nadort jako MSI-H byla zavedena v roce 1998
(Boland et al., 1998). Pro definovani nadorové skupiny MSI-H byla navrZzena skupina péti
mikrosatelitovych sekvenci kteréd se skldda ze dvou mononukleotidovych opakovéani (BAT26
a A4725) a tfi dinukleotidovych opakovani (D5S346, D2S123, a D17S250). MSI-H nadory
jsou definovany nestabilitou ve dvou nebo vice markerech a MSI-L nadory jsou definovany
nestabilitou v jednom markeru. Mikrosatelitovou stabilitu (MSS) definuje nepiitomnost
jakékoliv nestability v téchto péti lokusech. Ve srovnani s normalni tkani je nestabilita
definovana jako zména libovolné délky v dusledku bud’ to inzerce nebo delece repetitivnich
jednotek, v ramci mikrosatelitu uvnitt nadoru.

Pacienti s MSI-H nadory maji odlisné klinické a histopatologické projevy. Je proto
dulezité urcit pacientovu individualni cestu karcinogeneze. Samowitz et al. (2001) uvadéji, ze
MSI-H je castéjsi u jedinct s kolorektdlnim karcinomem diagnostikovanym pted dosazenim
veku 55 let, nebo ve véku nad 70 let, nez u pacientd ve véku mezi 55 — 70 lety. Nicméng, tyto
udaje nebyly potvrzeny jinymi autory (Ribic et al., 2003; Jeong et al., 2003). MSI-H nadory
jsou umistény pievazné na pravé strané tlustého stfeva (Jeong et al., 2003; Raut et al., 2004) a
obecné byla Cetnost nadort vyssi u zen (Samowitz et al., 2000; Ward et al., 2001). MSI-H
CRC jsou obvykle charakteristické vétsi hloubkou invaze, ale niz§im celkovym vyvojovym
stupném nadoru (Gryfe et al., 2000; Greenson et al., 2003; Raut et al., 2004).

MSI je také spojovano s pritomnosti bohaté lymfocytalni infiltrace a méné Castym
vyskytem metastaz (Jeong et al., 2003; Greenson et al., 2003; Buckowitz et al., 2005). Dalsi
studie ukazaly, ze MSI-H nadory se vyskytuji ¢astéji v tumorech mukézniho typu (Ward et
al., 2001; Leopoldo et al., 2008; Yearsley et al., 2006).

MSI-H sporadické kolorektalni karcinomy nevykazuji velké cytogenetické
abnormality a obvykle nejsou aneuploidni (Eshleman et al., 1998) Tento typ nadord se
projevuje snizenou ¢etnosti mutace (az jeji absenci nebo alelickou ztratou) gentt APC, K-ras a
p53, obvykle pozménénych v "supresorové" cesté, a ztratou heterozygozity na 5q, 17p a 18q
(Jass et al., 2002). Misto toho jsou mutace popsany v mikrosatelitnich sekvencich pfitomnych
v genech zapojenych do kolorektalni karcinogeneze, jako TGFfRII (Markowitz et al., 1995)
IGF2R (Souza et al., 1996), BAX (Rampino et al., 1997), MSH3 (Yamamoto et al., 1997),

MSH6 (Yamamoto et al., 1997), caspase 5 (Schwartz et al., 1999), APC (Fang et al., 2002),
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p-catenin (Kitaeva et al., 1997), BCL-10 (Simms et al., 2000). Rada normalné fungujicich
gend je navic umlfena metylaci. VétSina sporadickych nadorit MSI-H vykazuje CpG
metylovany fenotyp, charakterizovany rozsifenou DNA hypermetylaci (Jass et al., 2002).

Mnoho autorti uvadi, ze pacienti s MSI-H karcinomy maji lepsi prognézu, nez ti s
MSI-L nebo MSS (Samowitz et al. 2001; Ribic et al., 2003; Watanabe et al., 2001; Benatti et
al., 2005), ackoli n€ktefi maji jiny nazor (Ko et al., 1999; Salahsor et al., 1999). Prognostické
zvyhodnéni, dané piitomnosti MSI-H bylo nejvice ziejmé ve II a III stddiu onemocnéni CRC
(Benatti et al., 2005). Jedinci se vzdalenymi metastazemi (IV stadium), ktefi disponovali
MSI-H v genu TGF-BR II méli lepsi vysledky ve srovnani s t€émi s nativnim (wild type)
TGF-B II (Samowitz et al. 2001). MSI status se povazuje jako piedpoveéd’ pozitivniho
vysledku nezavisle na stadiu nadoru a 1é¢bé pacienti (Gryfe et al., 2000). Z tohoto divodu je
MSI-H fenotyp spojovan s dObrou prognézou nezavisle na molekularni biologii (zarode¢né
mutace nebo transkripéni umlCovani pies hypermetylace) (Raut et al., 2004). S ohledem
k této rozdilné prognoéze u pacientti s nadory MSI-H a MSI-L nebo MSS by mohlo byt piijato
terapeutické rozhodnuti, které by limitovalo podstupovani 5-FU chemoterapie u pacientli
s MSI-H, kter4 jim kromé& Skodlivych vedlejsich u€inkt neptinasi zadné vyhody.

Jak tedy navrhl Banerjea et al., (2009), klasifikace kolorektalniho karcinomu podle
MSI statusu by mohla mit také prognosticky vyznam u pacientl podstupujicich béznou

1écebnou terapii.

2.7.2.2 MSI-L
Jak jiz bylo uvedeno, MSI-L nadory (nazyvané také jako nddory mirného mutatorového
fenotypu), jsou definovany nestabilitou v jednom markeru v péti dohodnutych (danych)
mikrosatelitovych sekvencih (Boland et al., 1998). Existence a role MSI-L zlstava sporna.
Nekteti autofi povazovali MSI-L nadory za mezistupenn mezi MSI-H a MSS. Yearsley et al.
(2006) nenalezli Zadny rozdil mezi MSI-L a MSS. Proto tyto izolované mikrosatelitni zmény
nemohou piedstavovat indikatory genomové nestability, ale mohou byt uziteCnymi markery
klonality nebo mitotické aktivity. Mutace v MSI-L nadorech mohou piedstavovat pozadi
genetické nestability pfitomné ve vSech nadorech. (Perucho et al., 1999). Podle kritérii pro
klasifikaci dle National cancer Institute workshop by po analyze dostate¢ného poctu markerd,
vSechny ostatni nadory, krom¢ téch s MSI-H vykazovali MSI-L. Avsak Halford et al. (2002)

nasli zménu na Grovni MSI v ,,non-MSI-H*“ CRC a navrhli, ze tyto rozdily jsou kvantitativni a
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pravdépodobné odradzi spiSe evolucni historii nddort nez kvalitativni rozdily genetickych drah
zastoupenych v procesu tumorogeneze.

Molekularni charakteristiky MSI-L se vice podobaji nadorim s MSS nez MSI-H. Jako
piiklad mizeme uvést K-ras mutaci, kterad se vyskytuje Castéji u MSI-L nez u MSI-H
kolorektalnich karcinomt (Jass et al., 1999). Analyza mutaci vyskytujicich se v MSI-H
cilovych genech ukazala, ze nejsou pritomny v MSI-L nadorech. (Imai et Yamamoto, 2008)
tvrdil, Zze MSI-L nadory mohou byt uznany jako odliSna molekularni fenotypicka kategorie,
dle toho, jaké molekularni zmény, odlisné od MSI-H a MSS predstavuji. Nékteii autofi jiz
prokdzali existenci specifickych markertt pro MSI-L jako je MYCL a D2S123, které jsou
mutované ve vys$i mife mimo MSI-H (Laiho et al., 2002).

Dalsi ¢lanky naznacuji, ze MSI-L nadory piedstavuji jedine¢nou entitu. MSI-L je
spojeno se ztratou exprese proteinu O (6)-methylguanin-DNA metyltransferazy. Jako
pravdépodobny mechanismus MSI-L byla navrzena ztrata této methyltransferazy a ztrata
exprese MLH1 (Spring et al., 2006; Whitehall et al., 2001). Whitehall et al., (2001) tvrdi, ze
umlceni O (6)-methylguanin-DNA metyltransferdzy predurCuje geny k mutacim a nastava
nejcastéji v MSI-L CRC. MSI-L je spojena s ¢astou nestabilitou v trinukleotidové oblasti
RAS-indukované senescence 1 (Iglesias et al., 2006) a je nezavislym prognostickym faktorem
CRC ve tretim stadiu (Kohonen — Corish et al., 2005). Mori et al. (2003) potvrdili existenci

MSI-L nadori jako odlisnou molekularni fenotypovou kategorii.

2.7.3 CIPM (CpG island methylator phenotype) metylacni fenotyp

DNA metylace spociva v navazani metylové skupiny na cytosin v paté pozici (C5)
pyrimidinového kruhu uvnitt CpG dinukleotidti, ¢imZ vznika 5-metylcytosin (5mC), ktery je
daleko méné stabilni. Deaminaci SmC vznika thymin, deaminaci nemetylované¢ho cytosinu
vznika uracil. Useky bohaté na CpG se nazyvaji CpG ostrovy, kde C oznaluje cytozin, G
guanin a p mezi nimi zna¢i jejich fosfodiesterovou vazbu (Snustad et Simmons, 2009).
Nemetylované CpG ostruvky se vyskytuji v lidskych genovych promotorech, v oblastech
repetic a transpozoni (Sharma et Jones, 2010; Markowitz et Bertagnolli, 2009; Van Engeland
et al.,, 2011), ojedinéle jsou vSak CpG dinukleotidy ve zbytku genomu methylované
(chromozém X, embryonalni bunky) (Jones et Liang, 2009). K hypermethylaci CpG ostravki
dochdzi v prubchu starnuti ¢i karcinogeneze (ndsledek Obraceni profilu metylace).

Metylac¢ni fenotyp je typicky pro CRC. V kolorektalnim karcinomu dochazi k poklesu
cytosinové metylace a neobvykle vysoké methylaci CpG ostrovkti v promotorech tumor

supresorovych genil, ¢imz je potlaena transkripce daného genu (metylace znemozni navazani
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transkripénich faktori do cilového mista a iniciovat transkripci). Somaticky epigeneticka
inaktivace blokuje expresi MLH 1 ve sporadickém kolorektalnim karcinomu s
mikrosatelitovou nestabilitou. Molekularni mechanismus zastava nezndmy, ale jev byl
opakované pozorovan u 15 % pacientli s kolorektalnim karcinomem a je pfitomen v téméf
vsech nadorech s aberantni metylaci MLH 1 (Weisenberger et al., 2006).

DNA hypermetylace v CpG-bohatych oblastech promotorti jsou béznym znakem
humannich nadort (Issa, 2004). Karcinomy se lisi v zavislosti nartistu metylace. Nadory
s velkym narastem methylace oznacované jako CIMP piedstavuji klinicky a etiologicky
zvlastni skupinu (Issa, 2004; Toyota et al., 1999). Sporadické nadory s MSI-H jsou spojeny s
hypermetylaci v promotorové oblasti hMLH1 (Thibodeau et al., 1998). Bialelicka
promotorova methylace hMLH1 je pfevladajici pfi¢inou MSI-H u sporadickych nadort. Tyto
nadory pouze ziidka vykazuji LOH nebo somatické mutace (Tuupanen et al., 2007). MSI-H
CRC s metylovanym hMLH1 jsou odlisné od ostatnich nadori svym pozdnim propuknutim a
asociaci s zenskym pohlavim (Malkhosyan et al., 2000).

Mezi CIMP a MSI-H existuje znacny piesah. CIMP metylacni fenotyp byl
predpokladanym vysvétlenim uml¢ovani genu hMLH1 u karcinomi s MSI-H (Leung et al.,
2007; Young et al., 2005). Nicméng¢, piitomnost a role CIMP byla sporna (Yamashita et al.,
2003; Issa et al., 2005). Vyuzitim velkého souboru vzorkd vzorkl pacientiis CRC (864), byl
stanoven biologicky vyznam CIMP (Samowitz et al., 2005). Jako CIMP-high (CIMP-H) byly
definovany nadory s metylaci vice nez tfi z péti molekularnich markert CDKN2A, MINT1,
MINTZ2, MINT31 a MLH1. CIMP-H byla vyznamné spojena s BRAF a KRAS mutaci, star§Sim
vékem a lokalizaci v proximalni ¢asti tlustého stfeva. Ve srovnani s MSS/CIMP-H nadory,
MSI-H/CIMP-H nadory mély podstatné vyssi pravdépodobnost zisku B-raf mutace, wild type
K-ras a p53.

MSS/CIMP-H nadory mély méné intenzivni methylace a K-ras mutace. Samowitz et
al., (2005) dospéli k zavéru, ze MSI-H ma velky vliv na expresi CIMP. Podle postupného
systematického screeningu 195 CpG ostrovnich methyla¢nich markertt pomoci MethyLight,
Weisenberger et al. (2006) zjistil, ze CIMP + nadory reprezentuji zfetelnou c¢ast, ktera
zahrnuje téméef vSechny pfipady nador s BRAF mutaci. Mutace BRAF pravdépodobné
kosegreguje s CIMP-H a muze byt pouzita jako nahrada za CIMP-H (Jass et al., 2006).
Sporadické CRC s MSI-H se vznikaji témét vyhradné jako nasledek CIMP-asociované
methylace hMLH1. Pii pouziti expresniho profilovani v kombinaci s epigenetickym

skenovanim, Mori et al., (2004) identifikovali unikatn¢ metylované geny RAB32 a PTPRO v
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CRC s MSI-H a urcili je jako ,,MSI-H karcinom specifické hypermetylace®. NejvétSim
problémem pii zjisStovani, zda mohou genetické faktory vysvétlit CIMP je absence dohodnuté
definice CIMP (Jass et al., 2006). Byla navrzena nova skupina markerd (CACNALG, IGF2,
NEUROG1, RUNX3 a SOCS1) ke klasifikaci CIMP+ nador (Weisenberger et al., 2006).

CRC s mén¢ rozsahlou methylaci promotoru, oznacené jako "CIMP low (CIMP-L) ",
jsou spojovany s muzskym pohlavim a Kras Mutaci (Ogino et al., 2006). Hypotézu, Ze
CIMP-L nadory jsou odlisné¢ od CIMP-H a CIMP je tieba potvrdit.
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3 Cile prace

1. Vytvofit literarni piehled o vzniku kolorektalniho karcinomu

2. Podrobnéji popsat geny BRAF a PIK3CA na které se zaméfuje prakticka cast

3. Cilen¢ vyhledat aktivacni mutace v genech BRAF a PIK3CA

4. Sumarizovat vysledky a porovnat jejich vyskyt v analyzovaném souboru s

publikovanymi vysledky v odbornych casopisech.
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4 Material a metodika

4.1 Material

4.1.1 Biologicky material

Pro experimentalni Céast bakalaiské prace byly pouzity zamrazené vzorky
kolorektalniho karcinomu z Laboratofe Agel a.s., NSP Novy Ji¢in a.s. a Komplexniho
onkologického centra Novy Ji¢in. Biologicky materidl byl skladovan v hluboko mrazicim
boxu pii — 80 °C. Pro detekci BRAF V600OE mutace a aktiva¢ni mutace v genu PIK3CA bylo

pouzito 88 vzorkl.

4.1.2 Pristroje

SpeedMill P12 (AnalytikJena, Némecko)
QuickGene-Mini80 (Fuji, Japonsko)

Spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, UK)
Chlazena stolni centrifuga Centrifuge 5424 (Eppendorf, Némecko)
Stolni centrifuga Multi-Spin (Biosan, Litva)

Chlazena centrifuga Centrifuge 5840 (Eppendorf, Némecko)
Termocycler Multigene (LabNet, USA)

Light cycler 480 Il (Roche, Svycarsko)

ABI 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, USA)
Vortex BIO Vortex V1 (Biosan, Litva)

Lednice UR 400 (4 °C - Nordline, Ceské republika)

Mrazici box BioMidi RF 625 (- 20 °C — Bioline, UK)

4.1.3 Spotiebni material

Mikropipety (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl — Eppendorf, Némecko)

Jednoréazové Spicky s filtrem (10 pl, 100 pl, 200 ul, 1000 pl — Bioplastics, Nizozemi)
Mikrozkumavky (1,5 a 0,2 ml — Bioplastics, Nizozemi)

Stojan na mikrozkumavky (Bioplastics, Nizozemi)

Mikrotitracni desticky pro PCR (Bioplastics, Nizozemi)

Folie na mikrotitracni desticky (Bioplastics, Nizozemi)

Jednorazové rukavice SensiPlus (Vulkan-medicals, Ceska republika)
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4.1.4 Chemikalie a pouZzité roztoky

PCR water (Bioline, UK)

QuickGene DNA tissue kit, Quick gene (Kurabo, Japonsko)

eQ-PCR™ BRAF V600E Detection Kit (TrimGen, USA)

PIK3CA Mutation Analysis Reagents Mutector™ Mumation detection kit — (TrimGen,
USA)

Human genomic DNA (koncentrace 200 ng/ul — Bioline, UK)

4.2 Metodika

4.2.1 lzolace DNA z fezii z nativni tkané

Izolace DNA byla provedena ze zmrazené nadorové tkan€ od pacientl s kolorektalnim
karcinomem na pfistroji QuickGene — Mini80. Pfistroj vyuZiva ultra tenké polymerni
membrany umisténé ve specifické mikrozkumavece pro efektivni zachyceni nukleovych
kyselin pomoci tlaku. Na izolaci DNA byl pouzit modifikovany protokol QuickGene DNA
tissue kit — Kurabo .

Postup izolace:

Tkan nakrajena sterilnim skalpelem byla nejprve pienesena do sterilni
mikrozkumavky a homogenizovana v homogenizatoru SpeedMill P12 (AnalytikJena,
Némecko) za pouziti ocelovych kuli¢ek. Poté bylo do mikrozkumavky ptidano 180 ul MDT a
20 pl EDT a vS$e bylo diikladné zvortexovano. Nasledovala inkubace ptfes noc pii 59 °C. Po
inkubaci bylo pfidano 180 pl LDT a vSe bylo opét ditkladné zvortexovano. Dalsi inkubace
trvala 10 min pii 70 °C. Poté bylo pfidano 240 ul 96% etanolu. Roztok byl zvortexovan a
pulzné centrifugovan.

Takto ptipraveny lyzat byl zpracovan na pfistroji pro izolaci DNA QuickGene —
Mini80. Lyzat byl pfenesen do cartridge a protlacen pod tlakem ptes filtr. Poté bylo do
cartridge ptidano 750 ul WDT a protlaceno pod tlakem ptes filtr. Tento proces promyvani
750ul WDT byl nasledné zopakovan dvakrat. Poslednim krokem byla eluce, kdy se cartridge-
holder pfesunul do pozice ,,eluce. Po tomto nastaveni bylo do cartridge pfidano 50 pl CDT,
ktery byl protlacen pies filtr. Takto ziskand genomickd DNA byl skladovdna kratkodobé¢ pii

+4°C v lednici a dlouhodobé pfti -20 °C v mrazaku .
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4.2.2 Detekce BRAF mutace pomoci eQ-PCR

Detekce BRAF V 600E mutace ve vzorcich DNA byla provadéna patentovanou
technologii eQ-PCR  (enhanced Quantitative-PCR) pomoci eQ-PCR™ BRAF V600E
Detection kitu (TrimGen). Test je zalozen na systému Real-time PCR za pouziti specialni

chemii, ktera zesiluje fluorescen¢ni signaly.

Pracovni postup :

Soudasti eQ-PCR™ BRAF V600E Detection kitu (TrimGen) byly tyto reagencie:
PCR Mix 4 obsahujici reakéni ¢inida k DNA amplifikaci, BRAF-TP obsahujici mix primert a
sond k detekci mutace BRAF V 600E, BRAF-WT CTL obsahujici kontrolni DNA pro BRAF
wild type, BRAF-Mut CTL obsahujici kontrolni DNA k identifikaci BRAF V600E mutanta a
dale NF Water (nuclease-free).

K piipravé standardii byla pouzita kontrolni DNA k identifikaci BRAF V600E mutanta
(BRAF-Mut CTL - soudast kitu) o koncentraci 20 ng/ul. Redénim této DNA byly pfipraveny
jednotlivé standardy (viz Tab. 1).

Tabulka 1: Standardy

zkumavka mnoZstvi BRAF-
Mut CTL [ng]
Standard 1 20
Standard 2 10
Standard 3 5
Standard 4 1

K pfipravé kontrol byla pouZzita kontrolni humanni DNA o koncentraci 200 ng/pl
Bioline, UK). K uspé$nému provedeni reakce dle manualu se vSak musi koncentrace DNA
pohybovat v rozmezi 10 - 80 ng/ul. Pro vysledny objem 100 pl bylo pouzito 10 ul humanni
DNA a 90 pl vody. Takto nafedéna DNA o vysledné koncentraci 20 ng/ul byla pouzita
K ptipravé kontrol (viz Tab. 2).
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Tabulka 2: Kontroly

koncentrace mnosstvi do
BRAF-Mut CTL v | mnozstvi humanni . .« .
zkumavka . . plazmidu vloZeného
celkové koncentraci DNA [ng] standardu [ng]
20 ng DNA [%] g
Kontrola 1 30 14 6
Kontrola 2 20 16 4
Kontrola 3 10 18 2
Kontrola 4 5 19 1
Kontrola 5 4 19,2 0,8
Kontrola 6 3 19,4 0,6
Kontrola 7 2 19,6 0,4
Kontrola 8 1 19,8 0,2

Ptiprava master mixu (MM) pro polymerdzovou fetézovou reakci byla provedena podle

manualu (viz Tab. 3) na jeden vzorek. Celkovy objem MM byl vzdy vypocitan podle poctu

vzorkd, standardi, kontrol, pozitivniho a negativniho vzorku a blanku. Do jednotlivych jamek

mikrotitracni desticky byl MM rozpipetovan po 11,5 pl. Poté byly do jednotlivych jamek

desticky nandSeny pozitivni a negativni kontroly, standardy, kontroly o rizné koncentraci

V600E DNA (viz Tab. 2), vzorky pacientti a sterilni voda do blanku po 1 ul podle aktualniho

protokolu. Konkrétni piiklad jednoho vysSetieni je uveden v Tab. 4. Po dikladném zalepeni

prihlednou f6lii byla mikrotitracni desticka vortexovana a centrifugovana po dobu 5 s pfi

3000 rpm.

Tabulka 3: SloZeni master mixu

chemikalie objem pro 1 reakci
NF water 4,75 nl
PCR Mix 4 6,25 ul
BRAF-TP 0,5 ul
VVzorek DNA 1 ul
Objem reakce 12,5
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Tabulka 4: Schéma pipetovani jedné konkrétni sady vzorkli na mikrotitracni desticku

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
BRAF — BRAF | 1 A
A Mut S1 S2 S3 S4 K1 K2 K3 WT 20
CTL CTL
B SM 652 | SM 647 | SM 646 | SM 645 | SM 644 | SM 506 | SM 642 | SM 637 | SM 635 | SM 633
C SM 629 | SM 628 | SM 626 | SM625| BL
Legenda:

BRAF-Mut CTL — Mutant

S1 — standard (c = 20 ng/ul V600OE)
S2 — standard (c = 10 ng/ul V600OE)
S3 - standard(c = 5 ng/pul V60OE)
S4- standard (c = 1 ng/ul V60OE)

K1- kontrola (10 % V600E)

K2 - kontrola (5 % V600E)

K3 - kontrola (2 % V600E)

BRAF — WT CTL — wild type DNA
DNA 20 — Human DNA (20 ng/100ul)
Pzn.: koncentrace (c) je uvedena vzdy pro SM 652 — 625 - jednotlivé vzorky DNA

BRAF-Mut CTL

Po kratké centrifugaci byla desticka vlozena do Light cycleru 480 Il s pfedem navolenym

teplotnim profilem (viz Tab. 5)

Tabulka 5: Teplotni profil PCR reakce

krok ¢as teplota cykly
1 15 min 95°C 1
2 15s 95 °C
3 30s 62 °C 40
4 35s 72 °C*

* sbér fluorescenéniho signalu

Pouzivany kit detekuje mutaci V60OE s FAM znacenou sondou a wild type proba je znacena

barvi¢kou VIC.

4.2.3 Detekce mutaci v PIK3CA

Mutector™ 1|
technologii Shifted Termination assay (STA) k detekci téchto mutaci: E5S42K (G1624A, exon
9), E545K (G1633A, exon 9), E545G (A1634G, exon 9), H1047R (A3140G, exon 20),
H1047L (A3140T, exon 20).

PI3K Mutation Analysis Reagents (TrimGen) vyuziva vlastni
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Shifted termination assay (STA) je ,,multi-base primer extension* metoda. Muta¢ni
analyza zalozend na STA technologii vyuziva Mutector™ &inidla obsahujici specialni chemii
a modifikovanou smés enzymda, ktera zesiluje mutacni signal az dvacetkrat, coz umoznuje
detekovat 1 pfitomnost 1% mutaci ve wild type pozadi, na rozdil od Sangerova sekvenovéani,
které obvykle vyzaduje 10 — 20 % mutaci k jasné detekci. Mutace je rozpoznana specifickymi
primery, vysoce senzitivnimi enzymy a specidlnimi nukleotidy. STA reakce rozpoznava
cilovou sekvenci (mutantni nebo WT) a selektivné rozsifuje detekéni primer o 1 — 20 rGzné
fluorescenéné znacenych nukleotidi pro zesileni signalu. Reakce se opakuje dvacetkrat
k dalsimu zesileni mutacniho signalu. Timto zplsobem mohou byt detekovany i
nizkostupiiové mutace, které ¢asto nejsou registrovatelné béznym sekvenovanim.

ProdlouZené STA fragmenty jsou separovany kapilarni elektroforézou na pfistroji ABI 3130
Genetic Analyzer a nasleduje analyza dat pomoci GeneMapper softwareu. Mutace jsou
potvrzeny jak barvou ,,piku®, tak i jeho velikosti.

Mutector™ II Assay zahrnuje 4 zékladni kroky — PCR amplifikaci, purifikaci PCR

produktu, ST (shifted termination) reakce a separaci vzorku.

Provedeni:

Detekce mutaci v PIK3CA byla provadéna patentovanou technologi Shifted
Termination Assay pomoci kitu Mutector'™ II PI3K Mutation Analysis Reagents. Soucasti
Kitu byly tyto reagencie: Master mix obsahujici reagencie k DNA amplifikaci, PCR-P 08
obsahujici PCR primery k amplifikaci genu PIK3CA, C-UPI1 obsahujici mix enzymi
k purifikaci PCR produkti, C-UP1 Buffer obsahujici pufr pro C-UP1, ST-D obsahujici
pfedem namichané ST reagencie k detekci mutace, DP-08 obsahujici detekéni primery pro
gen PIK3CA, M-08 obsahujici mutantni a wild type kontrolu DNA pro gen PIK3CA a
Loading bfx obsahujici nanaSeci pufr pro kapilarni elektroforézu v sekvenatoru ABI a
specidlni flouorescencn€ znacCeny velikostni standard. Doporucena koncentrace DNA pro

uspésné provedeni reakce byla v rozmezi 20-80 ng/ul.

Krok 1 - PCR amplifikace

Ptiprava MM pro polymerazovou fetézovou reakci byla provedena podle manualu
(viz tab. 6) na jeden vzorek. Celkovy objem MM byl vzdy vypocitan podle po¢tu vzorkd,
pozitivni a negativni kontroly. Do 1,5 ml mikrozkumavky byl nejprve pfipraven MM, ktery
byl nésledné rozpipetovan po 19ul do 0,2 ml mikrozkumavek. Poté byl pfidan 1 pl negativni

kontroly do mikrozkumavky oznacené ,,NEG™“ a 1 ul pozitivni kontroly do mikrozkumavky
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oznacené¢ ,POS“, do zbyvajicich mikrozkumavek byl ptidan 1 pl vzorku DNA.
Mikrozkumavky byly vlozeny do termocykléru s pfedem nastavenym teplotnim profilem PCR
reakce (viz Tab. 7).

Tabulka 6: SloZzeni master mixu

chemikalie objem pro 1 reakci
Master mix 18 ul
PCR-P 08 1l

Vzorek DNA 1 ul

Objem reakce 20 ul

Tabulka 7: Teplotni profil PCR

krok ¢as teplota cykly
1 5 min 94 °C 1
2 30s 94 °C
3 30s 52°C 35
4 30s 72 °C
5 5min 72 °C 1
Zastaveni reakce 4°C

Krok 2 - Purifikace PCR produkti

Pienesenim a smichanim C-UP1 pufru do mikrozkumavky s C-UP byl piipraven C-
UP1 mix. Nasledné byly ptipraveny mikrozkumavky (odpovidajici poctu vzorkl). Do kazdé
mikrozkumavky oznacené ¢islem vzorku bylo napipetovano 11 ul C-UP1 mixu a 4 ul PCR
produktu do pfislusnych mikrozkumavek. Poté byly mikrozkumavky zvortexovany,

zcentrifugovany a inkubovany v termocykléru s pfedem nastavenym programem (viz Tab. 8).
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Tabulka 8: Teplotni profil inkubace — (C-UP treatment)

krok ¢as teplota cykly
1 25 min 37°C 1
2 5 min 95 °C 1
Zastaveni reakce 4°C

Krok 3 - Detekce mutaci

Do 1,5 ml mikrozkumavky byl pfipraven ST mix dle Tab. 9. Pro kazdy piecistény

vzorek byla pfipravena jedna mikrozkumavka a jedna mikrozkumavka navic pro M-08

mutantni kontrolu, kterd byla popsana jako ,,CTL“. Do kazdé mikrozkumavky bylo

rozpipetovano 13 pl ST mixu a nasledné 2 pl purifikovaného PCR produktu do pfislusné

mikrozkumavky. Poté byly ptidany 2 pl M-08 do mikrozkumavky oznacené jako CTL.

Vzorky byly zvortexovany, zcentrifugovany a vlozeny do termocykléru s pfedem nastavenym

programem (viz Tab. 10), kde probéhla ST reakce.

Tabulka 9: Piiprava ST mixu

chemikalie objem pro 1 reakci

ST-D 11 pl

DP-08 2 ul

Vzorek DNA (PCR 13l

produkt)
Objem reakce 15l
Tabulka 10: Teplotni profil ST reakce
krok ¢as teplota cykly

1 4 min 95 °C 1

2 20s 95 °C
3 30s 62 °C 20

4 20s 72 °C

Zastaveni reakce 4°C
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Krok 4 - Fragmenta¢ni analyza

Fragmentacni analyza byla provedena pomoci piistoje ABI 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems, USA).

Do kazdé jamic¢ky mikrotitrani desticky bylo napipetovano 15 pl nanaSeciho pufru.
Poté bylo do kazdé jamky ptidano 5 pl produktu ST reakce. Pfipravena desticka byla vlozena

do pristroje a vysledna data byla hodnocena programem GeneMapper/GeneScan.
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5 Vysledky

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace byly cilené analyzovany aktivacni mutace ve
dvou genech BRAF a PIK3CA.

Vysetieno bylo celkem 88 vzorkli pacientii s kolorektdlnim karcinomem. V genu
BRAF byla hledana mutace V600E, v genu PIK3CA byly hleddny mutace: ¢.1624 G>A
(p.Glu542Lys), ¢.1633 G>A (p.Glub45Lys), c.1634 A>G (p.Glu545Gly) a c¢.3140 A>G
(p.His1047Arg), ¢.3140 A>T (p.His1047Leu).

Nalezeno bylo celkem 5 BRAF pozitivnich vzorki, coz ptedstavuje 5,68 % a 3

PIK3CA pozitivnich vzorkt, coz predstavuje 4,55 %.

5.1 Vysledky vyskytu V600OE v genu BRAF v souboru vySetienych vzorki
V prvni fazi experimentu byly vytvofeny standardy (viz Tab. 1) a kontroly
(viz Tab. 2) k spravnému hodnoceni vysledki. Na Obr. 4a jsou zobrazeny standardy,
kontroly a také dva pozitivni vzorky oznaceny jako ,+“, které byly nalezeny v jedné
konkrétni sad¢ vySetfovanych vzorkd. Negativni vzorky pifedstavuji vSechny amplifikacni

ktivky, které dosahly svého maxima pod hranici 1% kontroly.

Obr. 4a: Vysledky amplifikace standardu a kontrol

Standardy: 20,10, 5, 1 ng
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Na Obr. 4b sledujeme amplifikaci jednotlivych kontrol s danym zastoupenim mutované DNA
paraleln¢ se dvéma standardy o koncentraci 20 ng a 2 ng. Pfi experimentu s nizkou

koncentraci V60OE mutace byl sledovan tvar amplifikacni kiivky.
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Obr. 4b: Vytvareni kontrol
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Jak je vidét na Obr. 4c od 2 az po 0,1% zastoupeni V60OE je exponencialni faze nevyrazna
ve srovnani vy$$imi koncentracemi. Pti 2% zastoupeni mutaci v celkovém mnozstvi DNA
20 ng je obsah mutované DNA 400 pg, pii 1% zastoupeni 200 pg, pii 0,5% zastoupeni —
100 pg a pti 0,1% zastoupeni 20 pg.

Obr. 4c Priblizeni amplifikaénich kiivek jednotlivych kontrol
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V dal$i fazi experimentu bylo analyzovano 88 vzorkd pacienti s CRC. V tomto
souboru bylo nalezeno celkem 5 V60OE pozitivnich nadord, coz predstavuje 5,68 %.

Konstrukce kitu, jak je popisovana v kapitole ,,Material a metodika®“, vylucuje
faleSnou negativit pouzitim dvou sond: FAM - ,mutovand sonda“ a VIC - ,wt sonda®.
Obr. 5a demonstruje spravnou amplifikaci vSech vzorkli v kandlu pro detekci VIC

(533 -580nm) a na Obr. 5b mizeme vidét v kanalu FAM (465 -510 nm) zachyt dvou
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pozitivnich vzorkli (v Obrazku vyznaceno popisem ,vzorek® u konkrétni amplifikacni

kfivky).

Obr. 5a: Sledovani VIC signalu pti amplifikaci WT DNA.
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Legenda: analyzované vzorky pacientit CRC (vySetfené vzorky); plazmidové standardy
obsahujici mutace (20 ng, 10 ng, 5 ng, 1ng)

Obr. 5b: Sledovani FAM signalu pfi amplifikaci mutovanych vzorku
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Legenda: analyzované vzorky s pozitivnim zachytem mutace (vzorek); plazmidové standardy
obsahujici mutace (20 ng, 10 ng, 5 ng, 1ng); Blank (Bl); kontroly s humanni DNA (10 %,
5%, 2 %).
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5.1 Vysledky hleddani mutaci v genu PIK3CA v souboru vySetienych vzorku

Pti hledani mutaci v genu PIK3CA byly nalezeny 4 mutace v souboru 88 vzorkl
pacienti s CRC (4,55 %). Tii mutace byly detekovany v kodonu 545: c.1634 A>G
(p.Glu545Gly) ve dvou piipadech a ¢.1633 G>A (p.Glu545Lys) v jednom vzorku. Cvrta
mutace byla lokalizovana v kodonu 1047: ¢.3140 A>G (p.His1047Arg).

Nalezené mutace jsou vidét na Obr. 6. Pfi negativnim vysledku (Obr. 6a) je vidét
pouze wild type pro mutaci Glu542Lys (Cerna Sipka), wild type pro mutaci Glu545Gly
(modra Sipka), wild type pro mutaci GluS45Lys (zelena Sipka) a wild type pro mutace
His1047Arg a Hisl047Leu (zluta Sipka). Nalezené mutace v souboru jsou oznaceny
¢ervenymi Sipkami: €.1634A>G (p.Glu545Gly) — Obr. 6b, ¢.1633G>A (p.Glu545Lys) na
Obr. 6¢ a ¢.3140A>G (p.His1047Arg) - Obr. 6d.
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Obr. 6: Nalezené mutace v genu PIK3CA
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Legenda: riznobarevné $picky ukazuji mutace nebo jejich wild type formy (viz text).
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6 Diskuze

V této bakalarské praci byla provedena reSerSe o vzniku CRC, ktery patii mezi
nejrozsifenéjsi nadorovd onemocnéni. Vznik CRC je vicestupiiovy vyvojovy proces, ktery
zahrnuje mnoho genetickych a epigenetickych zmén na rtznych urovnich. Tyto zmény maji
za nasledek naruseni spravné funkce signalnich drah kontrolujicich dilezité bunééné funkce.

V soucasné dobé se v 1écbé CRC vyuziva raznych rezimi chemoterapie a nékolika
1€kt ze skupiny cilené biologické terapie. Cilend 1écba se zamétuje praveé na signalni drahy a
bunécné procesy probihajici charakteristicky v nddorovych bunikach (Tomasek et Haldmkova,
2013). Vyzadovana je identifikace genetickych zmén, které maji prediktivni funkci, za Gcelem
vybéru pacientil, kterym tato 1écba miize pomoci. Cilem 1é¢by mohou byt efektory rastovych
faktorit (EGF), pfenaSeCe vdzané na membranu (KRAS, HRAS), cytoplazmatické prenaSece
signalti aj. V progresi kolorektalniho karcinomu maji nejvétsi vyznam patologické aktivace
signalnich drah spojenych s EGFR, ke kterym mohou vést aktivujici mutace genti KRAS,
BRAF, PIK3CA ¢i inaktivace tumor supresorového genu PTEN (Fabian et Berkovcova, 2011).
Pro cilenou 1écbu metastatického CRC (mCRC) monoklonéalnimi protilatkami proti EGFR je
vyzadovano vySetfeni genu KRAS (Simova et al., 2011), ktery je duleZitym prediktorem
rezistence k terapiii cetuximabem a panitumumabem. Mutace KRAS se vyskytuje u 35 — 45 %
CRC. Z hlediska piedpovédi odpovédi na anti EGFR jsou v soucasnosti jedinym validovanym
markerem K testovani mCRC somatické mutace genu KRAS (Van Cutsem et al. 2009). V
nadorech, které nemaji mutovany gen KRAS, muize byt rezistence k anti-EGFR cilené terapii
spojena s mutacemi v genech BRAF, PIK3CA ¢i se ztratou exprese proteinu PTEN (Fabian et
Berkovcova, 2011).

Jednim z prediktivnich faktord rezistence k anti-EGFR je s nejvétsi pravdépodobnosti
mutace V600E v genu BRAF, ktera ma soucasné¢ negativni prognosticky vyznam a predpovida
horsi pribéh onemocnéni bez ohledu na pouzitou 1é€bu. Piesto vSak VO60OE neni prediktivni
Kk zahajeni 1écby béznymi chemoterapeutiky ani pro fluorouracilovou terapii. Cilena 1é¢ba
proti BRAF neni mozna diky vrozené rezistenci CRC proti 1é¢bé cilené vyhradné na BRAF.
Vychodiskem k ptekonani rezistence miize byt kombinovana terapie zahrnujici soucasnou
inhibici vice signalnich drah, napt. BRAF a MEK a PI3K/ mTOR (Thiel et Ristiméki, 2013).

Procesu karcinogeneze se ucastni také PI3K signalni draha (Samuelset al., 2004).
Mutace genu PIK3CA jsou piitomny v 10 — 20 % CRC. Vice nez 80 % mutaci se nachazi ve
dvou ,hot spot*“ mistech, kterymi jsou helikdzova doména v exonu 9 (kodon 542 a 545) a

kinazova doména v exonu 20 (kodon 1047) (Cathomas, 2014). Soucasné mutace PIK3CA v
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exonu 9 a 20 naznacuji agresivni chovani nadoru (Liao et al., 2012). Zvysena exprese PI3K
posiluje aktivitu PTGS (prostaglandin-endoperoxid syntaza 2) a syntézu prostaglandinu E2,
coz vede k inhibici apoptdzy v nadorovych bunkach (Kaur et Sanyal, 2010). Studie prokazaly,
ze pravidelné uzivani aspirinu po stanoveni diagnézy CRC s piitomnosti mutace v PIK3CA je
spojeno s lepsimi klinickymi vysledky a omezenou umrtnosti téchto pacienti (Liao et al.,
2012). Aspirin mize potlacit rist nadorovych bunék tim, Ze inhibuje PTGS2, coz vede ke
snizeni signaliza¢ni aktivity PI3K drahy (Uddin et al., 2010). Uvazuje se také vyuziti aspirinu
jako adjuvantniho 1éc¢iva a také moznost, Zze mutacni status PIK3CA muze slouzit jako
nadorovy biomarker, ktery ptedpovida kladnou odpovéd’ na adjuvantni 1écbu aspirinem (Liao
etal., 2012).

PIK3CA mutace vSak maji pouze minoritni vyznam jako samostatné prognostické
markery lepsi prognézy CRC (Cathomas, 2014). Vzhledem k tomu, ze CRC pfedstavuje
heterogenni skupinu komplexnich onemocnéni (Ogino et al., 2011), neni mozné vysvétlit
chovani nadoru na zakladé jednoho nebo nékolika biomarkerti (Chan et Ogino, 2009; Chan et
al., 2007). Kladna odpoveéd’ na 1écbu aspirinem také vyznamné souvisi se stadiem nadoru,
jelikoz k mutacim v PIK3CA dochazi az v pozdéjsich fazich tumorogeneze (Liao et al., 2012).
Pacienti s mutovanym PIK3CA vykazuji také velkou odolnost vi¢éi EGFR terapii (Cathomas,
2014). PIK3CA mutace mize mit také mirn¢ nepfiznivy vliv na pieziti u pacienti s BRAF
wild type nédory.

V experimentalni ¢asti bakalaiské prace byla provedena cilend mutacni analyza v
genech BRAF a PIK3CA, za ucelem stanoveni jejich zastoupeni v CRC.

V analyzovaném souboru 88 vzorkd byla mutace V60OE v genu BRAF nalezena s
frekvenci 5,68% (5/88). Substituce ¢.1799T>A zpisobuje zaménu valinu na kyselinu
glutamovou (p.Val600Glu). Valin v pozici 600 se nachédzi v aktivatnim segmentu kindzové
domény. Mutace v tomto kodonu zvySuji kindzovou aktivitu a transformac¢ni potencial in vitro

(http://www.mycancergenome.org/content/disease/colorectal-cancer/BRAF/54/).

Odborna literatura uvadi zastoupeni této mutace v rozmezi 3 — 15 % (Laurent-Puig et
al., 2009; Qi Li et al., 2006; Faris et al., 2012), coz odpovida nasemu vysledku. Piesné&jsi
informace lze ziskat analyzou vétsiho souboru.

V analyzovaném souboru vzorkti byly dale nalezeny 4 mutace v genu PIK3CA, coz
odpovida 4,54 % (4/88). Tti mutace byly detekovany v kodonu 545: c.1634 A>G
(p.GIu545Gly) dvakrat a c.1633 G>A (p.Glu545Lys). Ctvrta mutace byla lokalizovana v
kodonu 1047: ¢.3140 A>G (p.His1047Arg). Kyselina glutamova v pozici 545 se nachazi v

helikdlni doméné PIK3CA. Mutace zptisobujici zdménu na glycin nebo lysin zvysuji
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katalytickou aktivitu proteinu, ¢imz akceleruji pfenos signalu na efektory a nasledné
onkogenni transformaci. Zdména histidinu v pozici 1047 v kindzové doméné na arginin
rovnez zvysuje katalytickou aktivitu

(http://www.mycancergenome.org/content/disease/colorectal-cancer/PIK3CA/11/).

V odborné literatuie se uvadi vyskyt mutaci PIK3CA v kolorektidlnim karcinomu se

zastoupenim 7 — 20 % (Simova et al., 2011; Rosty et al., 2013; Cathomas, 2014). Nami

Vrwe

malého souboru vzorki také tim, ze jsme sledovali vyskyt pouze 4 mutaci.
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7 Zavér
Tato prace se zabyva problematikou karcinomu tlustého stfeva a kone¢niku. V
teoretické ¢asti se zamétuje na biologické zaklady vzniku tohoto onemocnéni. Praktickd ¢ast

se soustfedi na vyhledavani vybranych aktivacnich mutaci ve genech BRAF a PIK3CA v

nadorovych tkéni.

Po provedené cilené mutacni analyze celkového souboru 88 vzork pacientl s
kolorektalnim karcinomem byly v genech BRAF a PIK3CA nalezeny nasledujici mutace:
V600E v genu BRAF byla detekovana u 5 vzorki s frekvenci 5,68% (5/88) a mutace v genu
PIK3CA u 5 vzorkl coz odpovida 4,55 % (4/88). 3 mutace PIK3CA byly nalezeny v kodonu
545. Ve dvou ptipadech byla odhalena mutace c¢.1634 A>G (p.Glu545Gly) a mutace ¢.1633
G>A (p.Glu545Lys) byla nalezena v jednom vzorku. Ctvrtd mutace c.3140 A>G
(p.-His1047Arg) byla detekovana v kodonu 1047.

Frekvence nalezené aktivacni mutace V600OE v genu BRAF se shoduje s vysledky
publikovanymi v odbornych ¢asopisech. Cetnost nalezenych PIK3CA mutaci je niZsi nez
udavaji publikace, coz je s nejvétsi pravdépodobnosti zapfi¢inéno analyzou malého souboru

vzorku také sledovanim vyskytu pouze ¢tyf mutaci.
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9 Seznam pouzitych zkratek

5-FU 5-fluoroacil

5mC 5-metylcytosin

ACF Aberrant crypt foci

AFAP Attenuovana familidrni adenomatdzni polypdza

anti-EGFR Anti-epidermal growth factor

APC Adenomatous polypopis coli

Arg Arginin

BAX BCL2-associated X protein

BCL-10 B-cell CLL/lymphoma 10

BRAF Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B

BRAF Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B

BUB1 Mitotic checkpoint serine/threonine kinase

CDKN2A Cyclin-dependent kinase inhibitor 2A

CIMP Metyla¢ni fenotyp - CpG island methylator phenotype

CIN Chromozomalni nestabilita - Chromosomal instability

CK1 Casein kinasel

c-Myc c-mycproto-oncogene

CpG Metylacni fenotyp

CRC Kolorektalni karcinom - Colorectal cancer

CTL Chitinase-Like

DCC Deleted in colon cancer

DNA Deoxyribonukleotidova kyselina

EGFR Epidermalni rustovy faktor - Epidermal growth factor
receptor

eQ-PCR enhanced Quantitative-PCR

FAP Familarni adenomatozni polyp6za

GIST gastrointestinalni stromalni tumor

GIT gastrointestinalni trakt

Glu kyselina glutamova

Gly Glycin

GSK Glycogen synthase kinase

GTP Guanosintrifosfat
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His

hMLH (1, 3, 6)
HNPCC
hPMS (1, 2)
HRAS
IGF

KRAS

Leu

LOH

LS

Lys

MAD
MAPK
MmCRC
MEK
MLH1

MM
MMR
MSH (2, 3, 6)
MSI

MSI-H
MSI-L
MSS
MmTOR
MTS

NRAS
PCR

PI3K
PIK3CA

PJS
PTEN
PTGS
PTPRO

Histidin

human mutL homolog (1, 3, 6)

Hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom

human postmeiotic segregation (1, 2)

Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog

Insulin-like growth factor

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog

Leucin

ztrata heterozygosity - loss of heterozygosity

Lynchtv syndrom

Lysin

Mitotic arrest deficient-like

Mitogen-activated protein kinase

Metastaticky kolorektalni karcinom

Mitogen activated protein kinase

MutL homolog 1

Master Mix

Mismatch-repair

MutS protein homolog (2,3,6)

Mikrosatelitova nestabilita - Microsatellite instability

Vysoky stupen nestability - Microsatellite instability — high

Nizky stupen nestability - Microsatellite instability — low

Mikrosatelitova stabilita - Microsatellite stable

The mechanistic target of rapamycin

Muir-Torreho syndrom

Neuroblastoma RAS viral (v-ras) oncogene homolog

Polymerazova fetézova reakce - Polymerase Chain Reaction

Fosfatidyl-inositol-3-kinaza - Phosphatidylinositol-3-kinase

Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate  3-kinase, catalytic
subunit alpha

Peutz-Jeghestv syndrom

Phosphatase and tensin homolog

Prostaglandin-endoperoxide synthase

Protein tyrosine phosphatase, receptor type, O
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RAB32
Ras
SMAD 4
SSA
STA
TGF-p
TP53
TSA
Wnt
WT

Ras-related gtp-binding protein

Small G-protein Ras

SMAD family member 4

Sesilni pilovita 1éze - Sessile serrated adenoma

Shifted Termination assay

Transforming growth factor 8

Tumor protein p53

Tradi¢ni pilovity adenom - Traditional serrated adenomas
Wingless protein

Wild type
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