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Abstrakt

Vychodiska: Kolorektalni karcinom (CRC) je nejcastéjsSim zhoubnym nddorem v souctu u obou pohlavi
v CR. Prognostické faktory mizZeme rozdélit na klinické (stadium v dobé diagndzy, histologicky typ
nadoru), genetické (RAS, BRAF), imunologické (Immunoscore) a biochemické (CEA, CA 19-9,
mikroRNA). MikroRNA (miRNA) reguluji expresi onkogen(l a nddorovych supresord. Regulaéni funkce
miRNA je vyznamné ovliviiovana polymorfismy (single nucleotide polymorphisms, SNP) cilovych mist

vazicich miRNA (miRSNP).

Cile: Vyhodnotit v soucasnosti pouzivané prognostické faktory pro CRC v kontextu cilené |écby a

posoudit roli novych faktor(, véetné miRNA.

Metody: Vlastni vysledky a soubor publikovanych praci je rozdélén do 4 okruh: klinické prace
zamérené na cilenou lé¢bu kolorektalniho karcinomu, plvodni prace zamérené na roli miRNA

v patogenezi kolorektalniho karcinomu a zejména jako prognostického a prediktivniho markeru,
prace zamérené na funkéni polymorfismy gen(i opravujicich chyby DNA ve vztahu ke CRC a
prehledovy ¢lanek shrnujici biochemické faktory ovliviiujici efekt cytostatik ze skupiny

fluoropyrimidinl v 1écbé CRC.

Vysledky: V pracich a publikacich jsme identifikovali miRNA z klastru miR-17/92, které predstavu;ji
neinvazivni biomarker pro predikci progndzy po 1écbé u pacientli s nadory rekta s vy$sim rizikem
relapsu. U polymorfismu ve vazebném mistu miRSNPs rs8679 byla nalezena asociace s rizikem CRC a
preZivanim pacientl. Vybrané polymorfismy v genech opravujici DNA (REV3L, POLQ a NEIL3) byly

identifikovany jako prediktivni faktory pro preziti pacientd.

Zaver: Vyzkum miRNA jako biomarkeru pro vznik a pribéh CRC je slibnou cestou k rozsiteni a

zptresnéni uréovani progndzy pacientl s CRC a k vybéru optimalni Ié¢ebné strategie.

Kli¢ova slova: kolorektalni karcinom, mikroRNA, markery preziti.



Abstract

Introduction: Colorectal cancer (CRC) is the most common malignant tumor in both sexes in the
Czech Republic. Prognostic factors in CRC can be classified as clinical (stage at the time of diagnosis,
histological type of tumor), genetic (RAS, BRAF), immunological (Immunoscore)and biochemical (CEA,
CA 19-9, miRNA). MicroRNAs (miRNAs) regulate the expression of oncogenes and tumor suppressors.
The regulatory function of miRNAs is influenced by single nucleotide polymorphisms (SNPs) of target

miRNA binding sites (miRSNPs).

Aims: To evaluate the currently available prognostic factors for CRC patients treated using targeted

therapies and assess the role of novel ones, including miRNA.

Methods: The thesis includes clinical works focused on targeted treatment of colorectal cancer,
original work focused on the role of miRNA in colorectal cancer pathogenesis and especially as a
prognostic and predictive marker, work focused on functional polymorphisms of DNA repair genes
and a review article summarizing biochemical factors influencing the effect of fluoropyrimidine

cytostatics in the treatment of colorectal cancer.

Results: We have identified miR-17/92 as a non-invasive biomarker for predicting post-treatment
prognosis in patients with a higher risk of relapse, as well as miRSNPs rs8679 polymorphisms as a
predictor of CRC risk and patient survival. Polymorphisms in DNA repair genes (REV3L, POLQ and

NEIL3) were identified as predictive factors for patient survival.

Conclusion: MiRNAs are promising prognostic biomarkers for CRC and have the potential to be used

for the planning of optimal treatment strategies.

Key words: colorectal carcinoma, microRNA, survival markers
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Uvod

Cilem prace je prezentovat pfehled problematiky a vlastni vysledky v oblasti vyzkumu mikroRNA

(miRNA) genll v patogenezi kolorektalniho karcinomu.

V Uvodu se vénuji epidemiologii, progndze a |écbé kolorektalniho karcinomu, prognostickym
faktortim (klinickym, genetickym a biochemickym). Pak jsem se zaméfila na shrnuti poznatk(l o

nekddujicich RNA a miRNA u kolorektalniho karcinomu.

Prezentované vlastni vysledky shrnuji jako komentovany soubor sedmi ¢lankd tykajicich se
prognostickych a prediktivnich faktorl u nemocnych s kolorektalnim karcinomem a zejména vyuziti
miRNA ve vztahu k odhadu progndzy pacientd. Jedna se o multidisciplinarni problematiku, kde je
nutna kombinace konvencnich klinickych prognostickych parametrd s novymi potencidlnimi markery,

mezi né patfi také miRNA.

Problematika miRNA je nutné interdisciplinarni a integruje poznatky z biochemie, molekularni
biologie a genetiky a nové také farmakologie. K miRNA lze ptistupovat jako k solubilnimu markeru
nadoru v periferni krvi, ktery predikuje prognézu nddorového onemocnéni a odpovéd na systémovou
IéCbu, a také jako k regulatoru klicovych déju karcinogeneze. V této praci jsme zkoumali vSsechny

uvedené aspekty u kolorektalniho karcinomu.



Prehled epidemiologie, diagnostiky a IéCby kolorektalniho karcinomu

Epidemiologie kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom je zhoubny nador vychazejici z bunék sliznice tracniku a koneéniku.

Histologicky se v 98 % ptipadech jedna o adenokarcinom.

Kolorektalni karcinom (CRC) patii mezi hlavni pfi¢iny Umrti souvisejicich s ndadorovymi onemocnénimi
na celém svété (Siegel et al., 2019). CRC je jednou z hlavnich pfi¢in morbidity a mortality s pfiblizné
1,8 milionu novych pfipadl na celém svété v roce 2018. CRC je nejcastéjsi druhou pticinou Umrtnosti
na nadorova onemocnéni, ktera v roce 2018 odpovida za 880 000 umrti. Mortalita v poslednich

nékolika letech v rozvinutych zemich mirné klesa (Bray et al., 2018).

Ceska republika se ve vyskytu tohoto typu onkologického onemocnéni fadi na 7. misto na svété (Bray
et al., 2018; Dusek et al., 2005). CRC je nejc¢astéjsim zhoubnym nadorem v souctu u obou pohlavi
v CR. U muzl je v incidenci na druhém misté po karcinomu prostaty a u Zen je na druhém misté po

karcinomu prsu.

Podle nejnovéjsich dostupnych udaji z Narodniho onkologického registru v roce 2016 byl pocet nové
hlasenych novotvart CRC (C 18 — ZN tlustého stfeva) v absolutnich ¢islech u obou pohlavi 4681 a
mortalita 2179 pacientd. V roce 2017 byla incidence 4464 pfipad( a mortalita 2129 osob

(www.svod.cz).

Od roku 2014, kdy dosahla incidence vrcholu (5042 pfipad() ma nyni tendenci k mirnému poklesu,

soucasné klésa mirné i mortalita (Dusek et al., 2005).

U zhoubnych novotvarl rektosigmoidealniho spojeni (C19) je vyvoj mortality a incidence obdobny,
v poslednich letech pocty hlasenych novych pfipadd i umrti mirné klesaji. V roce 2016 byl pocet

hlasenych pripadl v absolutnim poctu 846 pfipadl a mortalita 399 osob.

U karcinomu rekta (C20) bylo v roce 2016 hlaseno 2138 novych pfipadd a mortalita dosahla 1109
pfipadd. Incidence klesa od roku 2011 (2311 pfipadl) a mortalita klesa od roku 2004 (1315 damrti).
Bohuzel se pfilis neméni zastoupeni klinickych stadii pti diagndze u karcinomu tlustého streva (C18),

v roce 2016 bylo nejvice onemocnéni hlaseno ve stadiu Il (25,9 %), poté stadium | (23,4 %), stadium



I11(21,6 %), stadium IV (20%). Porad je pres 40 % pacientl diagnostikovano ve stadiu Ill nebo IV, kde
5-leté preziti rychle klesa. U karcinomu rekta (C20) je dokonce nejvice pacientli 31,2%

diagnostikovano ve stadiu lll, tedy s postizenim lymfatickych uzlin (Dusek et al., 2005).

Preziti pacientl s CRC do znacné miry zavisi na stadiu onemocnéni pri diagndze: Sleté preziti ve

stadiu | je 93,6%, zatimco u pacientl ve stadiu IV dramaticky klesa na 8,1% (Siegel et al., 2017).

Se zvySenym rizikem CRC je spojeno nékolik environmentalnich a dédi¢nych faktort. Mezi hlavni
rizikové faktory patii vék, koureni, obezita, vysoka spotfeba zpracovaného masa a nedostatek fyzické
aktivity (Lauby-Secretan et al., 2018; Morris et al., 2018). Familiarni genetické syndromy jsou
zodpovédné aZ za 10% pfipadd kolorektalniho karcinomu. Toto procento se zvySuje v disledku
lepsiciho se pristupu ke genetickému testovani (Yurgelun et al., 2017). Mezi nejcasté;jsi genetické
syndromy spojené s CRC patii adenomatdzni polypdza coli a nedostatek opravnych enzym( pro
opravu chyb parovani (mismatch) DNA (Lynchlv syndrom). Pro véasnou detekci CRC se doporucuje
skrining celé populace pomoci testl na okultni krvaceni do stolice a kolonoskopie. Bylo prokazano, Ze

tento skrining snizuje specifickou Umrtnost na kolorektalni karcinom (Lauby-Secretan et al., 2018).

Patologie kolorektalniho karcinomu

U mnoha pacientll vznikd adenokarcinom z polypu tlustého stfeva, model kolorektalniho karcinomu,
rostouci na zakladé sekvencné se vyskytujicich mutaci, byl poprvé navrzen Vogelsteinem a
spolupracovniky pred vice nez 30 lety (Vogelstein et al., 1988). Pokusy strukturovat data expresni
analyzy vedly k nékolika molekularnim klasifikacim kolorektalniho adenokarcinomu (“Comprehensive
molecular characterization of human colon and rectal cancer,”; Jass, 2007). Posledni, a zda se obecné
prijimana, klasifikace molekularnich subtypl (Consensual Molecular Subtypes, CMS) rozlisuje Ctyfi
odlisné podtypy kolorektalnich nadort na zakladé jejich molekuldrnich vlastnosti: CMS1 (zahrnujici
pfiblizné 14% pripadl) charakterizovany nestabilitou mikrosatelitli, mutaci BRAF a vyznamnou
infiltraci imunitnimi burikami, CMS2 (37%) s aktivovanymi drahami WNT a MYC, CMS3 (13%) s
variabilnim stavem nestability mikrosatelitu, nizkou metylaci ostrivk( CpG a mutacemi KRAS a CMS4
(23%) s vysokymi zménami poctu somatickych kopii, aktivaci transformace rlstového faktoru p a

vysoce aktivni angiogenezi. Pfiblizné 13% nadord zUstava nezarfaditelnych (Guinney et al., 2015).
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Symptomatologie kolorektalniho karcinomu

V pocatecnich stadiich byva CRC zpravidla asymptomaticky. Symptomatologie zélezi na lokalizaci
nadoru. Nadory proximalné od lienalni flexury zplsobuji sideropenickou anémii z chronickych
krevnich ztrat, kterd se mlze projevit celkovou slabosti a zvySenou Unavnosti, ddle se mizeme setkat
s abdomindlnim dyskomfortem a obtizné lokalizovatelnymi bolestmi bticha. Nadory kolon
descendens a sigmoidea se projevuji stfidanim obstipace a prjmd, stolici s pfimési krve a ¢asto také
kolikovitymi bolestmi bficha. Pfi vyraznéjSim zlZeni lumen stfeva muzZe dojit k rozvoji stfevni

obstrukce. Nadory rekta zpUsobuji tenezmy, nuceni na stolici a hematochezii (Fiala & Buchler, 2017).

Pro sniZzeni mortality na KRC je dlleZita pfedevsim véasna diagndza. V diagnostice KRC se uplatriuje
v soucasné dobé predevsim kolonoskopické vysetieni, které je vSak invazivni a financné i casové
narocné. Test stolice na okultni krvaceni, nejrozsitenéjsi neinvazivni skriningové vysetteni, je omezen

nizkou citlivosti. U DNA testl stolice brani vétSimu rozsiteni technickd narocnost a vysoké naklady.

V CR je zaveden program skriningu kolorektalniho karcinomu za ucelem véasné diagnostiky (zachytu

casnych stadii), ktery je provadén u asymptomatickych pacientl nasledujicim zplisobem:

0Od 50 do 54 let test na okultni krvaceni 1x rocné (pfi pozitivité nasleduje kolonoskopie).

Od 55 lettest na okultni krvaceni 1x za 2 roky (pfi pozitivité ndsleduje kolonoskopie) nebo

skriningova kolonoskopie 1x za 10 let (Lajbl Vecerova, 2019).

Tabulka 1. Stadia kolorektalniho karcinomu podile klasifikace TNM, 8. vydani (Brierley et al., 2018).

Tis karcinom in situ: invaze do lamina propria mucosae

T1 submukdza

T2 tunica muscularis propria

T3 subserdza nebo $ifeni do neperitonealizované perikolické/perirektalni tkané
T4 prordstani na visceralni peritoneum nebo postizeni okolnich struktur

e T4a prorUstani na visceralni peritoneum
e T4b postizeni okolnich struktur

N1 1-3 uzliny
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e N1la1luzina
e N1b 2-3 uzliny
e Nilc satelitni loZisko v subserdze nebo neperitonealizované perikolické/perirektalni tkani

N2 4 a vice uzlin

e N2a4-6 uzlin
e N2b 7 avice uzlin

M1 vzddlené metastazy

e Mila metastdzy omezené na 1 organ (jatra, plice, vajecnik, neregionalni uzlina(y), bez
peritonealnich metastaz)

e M1b metastdzy ve vice nez 1 organu nebo na peritoneu

e Milc metastazy na peritoneu s nebo bez postizeni dalSich organ(

Stadium O Tis NO MO
Stadium | T1, T2 NO MO
Stadium Il T3, T4 NO MO
Stadium lIA T3 NO MO
Stadium IIB T4a NO MO
Stadium I1IC T4b NO MO
Stadium Il jakékoliv T N1, N2 MO
Stadium IlIA T1, T2 N1 MO
T1 N2a MO
Stadium IlIB T1, T2 N2b MO
T2, T3 N2a MO
T3, T4a N1 MO
Stadium I1IC T3, T4a N2b MO
T4a N2a MO
T4b N1, N2 MO
Stadium IVA jakékoliv T jakékoliv N M1a
Stadium IVB jakékoliv T jakékoliv N M1b
Stadium IVC jakékoliv T jakékoliv N M1c
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Lécba kolorektalniho karcinomu

Ve stadiu 0 a | je Ié¢ba pouze chirurgicka a adjuvantni terapie neni indikovana.

Ve stadiu Il je na prvnim misté chirurgické odstranéni nadoru. U pT3, NO, MO bez rizikovych faktor(
adjuvantni chemoterapie neni indikovana a pacienti jsou pouze dispenzarizovani.

Pti infiltraci jinych organ( nebo perforaci visceralniho peritonea (pT4, NO, MO) je indikovana
adjuvantni chemoterapie, stejné jako u pacientd ve stadiu pT3, NO, MO s rizikovymi faktory, mezi néz
patfi neznamé resekcni okraje, obstrukce, perforace stfeva nddorem, Spatna diferenciace nadoru,
mucindzni slozka, nedostatecny pocet vysetienych lymfatickych uzlin (podminkou pro presny
patologicky staging je vysetfeni nejméné 12 lymfatickych uzlin) lymfatickd, vaskularni a/nebo

perineuralni invaze.

Pokud je indikovana adjuvantni chemoterapie na bazi fluoropyrimidinG v klinickém stadiu Il, je nutné
molekularni vysetfeni mikrosatelitové instability (MSI), resp. MMR (mismatch repair) v nddorové
tkdni. Pacienti stadia Il s defektem MMR (dMMR, tedy MSI-high) nemaji prospéch z adjuvantni
chemoterapie na bazi 5-fluorouracilu. Tato IéCba naopak u téchto pacientl zvysuje celkovou

mortalitu.

Ve lll.stadiu by méla byt chirurgickd Ié¢ba ndsledovana adjuvantni chemoterapii kontinualné
podavanym 5-fluorouracilem (v kombinaci s leukovorinem), kapecitabinem nebo rezimy FOLFOX ci

CAPOX.

U karcinomu rekta (C20) je Ié¢ba odlisna. Pfi stagingu je nutné provedeni rektoskopie, endosonografi-
e rekta a idedIné i MRI panve. U ¢asnych karcinoma (cT1-2, pfiznivé ¢T3 NO) je mozna samostatna
chirurgicka lécba. U stfedné pokrocilych karcinomu (cT3 s vyssim rizikem, cT4a, N+) je standardnim
postupem neoadjuvantni radioterapie s konkomitantni chemoterapii (kontinualni

5-fluorouracil nebo kapecitabin), a poté s odstupem 5-7 tydna chirurgicka Iécba.

Lécba CRC bez ohledu na lokalizaci primarniho nadoru v kolon nebo rektu je ve stadiu IV obdobna. U
vzdalenych metastaz je indikovana primarni systémova onkologickd 1é¢ba, u oligometastatického
onemocnéni a resekabilnich metastaz je indikovana systémova lécba a v€asny restaging ke zvazeni

resekce primarniho tumoru i metastdz. Postup by mél vidy stanovovat multidisciplinarni tym
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(chirurg, onkolog, radiodiagnostik, gastroenterolog, patolog) (Glynne-Jones et al., 2017; Labianca et

al., 2013; E Van Cutsem et al., 2016).

Obrazek 1. Schéma lécby kolorektalniho karcinomu (Vodicka et al., 2019)

Metastaticke

Lokalizované onemocnéni o
onemocneni

kolon

1. linie chemoterapie zaloZena na SFU
+/- cilena lécba

Jrriziko

2. linie chemoterapie z
na 5FU +/- cilena lé

operace E resekovatelné

onemocnéni

ie nebo

|, Triziko Joriziko

Adjuvantni chemoterapie
zaloZena na 5FU

sledovani

Zakladnim nositelem protinadorového ucinku v ¢asnych liniich 1éCby je chemoterapie, cilend |é¢ba
tento Ucinek zvysuje. Je mozné poutzit rezimy s cilenymi léky bevacizumab (Avastin), cetuximab
(Erbitux), panitumumab (Vectibix), aflibercept (Zaltrap) nebo ramucirumab (Cyramza) (Fiala &

Buchler, 2017; E Van Cutsem et al., 2016).

Bevacizumab je antiangiogennim lékem, monoklonalni protilatkou proti vaskularnimu endotelovému
rastovému faktoru (VEGF). Brani vazbé VEGF na receptory na endoteliich, coZ vede k regresi
nadorové cévni sité, normalizuje pretrvavajici cévni sit a brani vzniku novych nadorovych cév, a tim

inhibuje rlist nadoru.
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Cetuximab je chimerickda monoklonalni IgG1 protilatka cilena na extraceluldrni ¢ast receptoru pro
epidermalni rastovy faktor (EGFR). U nadorovych bunék kolorektalniho karcinomu inhibuje proliferaci
a indukuje apoptdzu nadorovych bunék, inhibuje angiogenezi a snizuje nddorovou neovaskularizaci a

metastaticky potencial.

Panitumumab se vaze na ligand-vazajici extracelularni doménu EGFR a inhibuje autofosforylaci
receptoru indukovanou vSsemi znamymi ligandy EGFR. Vazba panitumumabu na EGFR vede k
internalizaci receptoru, inhibici bunécéného ristu, indukci apoptdzy a snizené produkci interleukinu 8
a vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru (Chu, 2012). Vazbou panitumumabu na nadorovou
buriku se rovnéz aktivuje imunitni reakce (na protilatkach zavisla bunécna cytotoxicita ADCC) ktera

vede k usmrceni nadorové burky (Fiala & Buchler, 2017; E Van Cutsem et al., 2016).

Aflibercept je uméle vytvoreny protein. Jeho zakladem je lidska protilatka, na kterou jsou pfidany
vazebné ¢asti receptorll VEGFR (receptor( z povrchu cévnich endotelovych bunék). Aflibercept
"vychytava" VEGF (rdstovy faktor cévniho endotelu) a PIGF (placentarni rlistovy faktor), vaze je na
sebe a brani tak jejich ucinkm na endotelové cévni buriky (byva oznadovan jako VEGF trap [= past]),
coz vede k regresi nadorové cévni sité, normalizuje pretrvavajici cévni sit a brani vzniku novych
nadorovych cév, a tim inhibuje rist nadoru (Fiala & Buchler, 2017; E Van Cutsem et al., 2016; Eric Van

Cutsem et al., 2012).

Ramucirumab se vaZze na VEGFR-2 na endotelovych burkach, brani vazbé VEGF na VEGFR-2, coZ vede
k regresi nadorové cévni sité, normalizuje pretrvavajici cévni sit a brani vzniku novych nadorovych

cév, a tim inhibuje rast nadoru (Fiala & Buchler, 2017; E Van Cutsem et al., 2016).

U pacient(, ktefi byli dfive |é¢eni standardnimi reZimy chemoterapie, anti-VEGF a anti-EGFR Iécbou,
pfipadné u pacientd, ktefi nejsou pro tuto terapii vhodnymi kandidaty, lze pouzit regorafenib
(Stivarga) nebo trifluridin/tipiracil (Lonsurf). Regorafenib a trifluridin/tipiracil mohou byt pouzity
sekvencéné, pficemz jejich optimalni pofadi neni uréeno (Fiala & Buchler, 2017; E Van Cutsem et al.,

2016).

Regorafenib inhibuje signalni proteiny zahrnuté do onkogeneze, jako je BRAF a RAF1, ddle
tyrosinkindzy zahrnuté do angiogeneze, kam nalezi receptor VEGF (VEGFR) 1, 2 a 3 a klicovy regulator
angiogeneze — tyrosinkindza s homologni doménou 2 pro imunoglobulinovy a epidermalni ristovy
faktor (TIE-2). V neposledni fadé regorafenib inhibuje stromalni kindzy ovliviiujici nadorové

mikroprostredi, kam Fadime receptor pro destickovy ristovy faktor (platelet-derived growth factor
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receptor, PDGFR-B) a receptor pro fibroblastovy ristovy faktor (fibroblast growth factor receptor,

FGFR) (Wilhelm et al., 2011).

Pro kvalifikované rozhodnuti o typu cilené 1écby pokrocilého metastatického kolorektalniho
karcinomu je nutné znat mutacni stav onkogent rodiny RAS (KRAS, NRAS) a BRAF. Onkogeny RAS
predstavuji negativni prediktivni marker pro pouZziti cilené anti-EGFR léc¢by, kterou lze podat pouze

v piipadé nemutovaného stavu onkogen® RAS (wild type). U¢innost inhibitor( EGFR cetuximabu a
panitumumabu v [éCbé metastatického kolorektalniho karcinomu je obdobnad. V pfipadé progrese na
jednom inhibitoru EGFR neni indikovdno podani druhého. Pro I1é¢bu bevacizumabem, afliberceptem,
ramucirumabem, regorafenibem a lékem trifluridin/tipiracil prediktivni parametr v praxi zaveden

neni.

Prognosticky mimoradné nepfiznivou podskupinou jsou nadory s prokazanou BRAF mutaci, kde je
ucinnost léCby inhibitory EGFR nizka a u pacientl (PS 0) je upfednostfiovana jako Gvodni léCba triplet
FOLFOXIRI plus antiVEGF terapie (Loupakis et al., 2014). Uplnou novinkou je pouziti kombinace
specificky zamérenych cilenych 1€kl encorafenib, binimetinib a cetuximab u pacientd s mutaci BRAF

(Kopetz et al., 2019).

Vhodné (v soucasné dobé nepovinné) je vysetfovat u pacient( ve IV. klinickém stadiu také
mikrosatelitovou instabilitu (MSI), resp. MMR (mismatch repair) v nddorové tkani. Nadory dMMR

(MSI-high) mohou dobte odpovidat na lécbu inhibitory PD-1/PD-L1 osy (Le et al., 2015, 2017).
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Prognostické a prediktivni faktory kolorektalniho karcinomu

Tabulka 2. Typy nadorovych biomarkeru a jejich priklady u kolorektalniho karcinomu podle Tanaky

a spolupracovnikd (Tanaka et al., 2010)

Typ markeru Podtyp Priklad

Genetické mutace genu mutace genu KRAS, NRAS
amplifikace genu amplifikace HER2
mikrosatelitova instabilita mikrosatelitova instabilita

Epigenetické metylace dna metylace promotoru MTHFR

Nekddujici RNA miRNA miR-192, miR-215

Proteiny a peptidy solubilni CEA, CA19-9

imunohistochemické

intracelularni hlenotvorba

cytokeratiny 7 a 20

Imunologické

hodnoceni charakteru infiltrace

lymfocyty

Immunoscore

Klinické prognostické faktory

PreZiti pacientl s CRC do znacné miry zavisi na stadiu onemocnéni pti diagndze: 5leté preZiti ve

stadiu | je 93,6%, zatimco u pacientl ve stadiu IV dramaticky klesa na 8,1% (Siegel et al., 2017).

Zda se, ze primarni umisténi nddoru pulsobi jako velmi dileZity prognosticky faktor. Pacienti s

pravostrannym CRC jsou Castéji Zeny a starsi pacienti s mikrosatelitovou nestabilitou, mutovanym

BRAF, fenotypem CPG ostrovniho methylatoru (CpG Island Methylator Phenotype, CIMP), Spatné

diferencovanymi tumory ve srovnani s levostrannymi CRC (Gallois et al., 2018).

Progndza pacientll s CRC zavisi na stadiu v dobé diagndzy, poté na lokalizaci nadoru a jeho histologii.

Dale preZiti samoziejmé zavisi na celkovém stavu pacienta a pfidruzenych onemocnénich.
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Proteiny a peptidy

U priblizné 20% chirurgicky Iécenych pacient( s CRC dojde k recidivé onemocnéni béhem péti let po
operaci. Pro v€asné zjisténi recidivy musi byt uprednostriované vysetieni minimalné invazivni a
opakovatelné v ¢ase. Nejvhodnéjsim biologickym materidlem je proto periferni Zilni krev.
Karcinoembryonalni antigen (CEA) je pro tento Ucel dobfe zavedeny marker, doporuceny jak
Americkou spolecnosti klinické onkologie (ASCO), tak Evropskou skupinou pro markery nador(
(EGTM). Existuji dobré dlikazy o tom, Ze rutinni monitorovani CEA béhem nasledného sledovani
detekuje metastatické onemocnéni. Senzitivita tohoto markeru se vsak nepovaZuje za dostatecnou.
Existuji pacienti s CRC se Spatné diferencovanymi tumory s CEA pfitomnymi pouze v nizkych dokonce
nedetekovatelnych koncentracich (Das et al., 2017).

Existuje snaha zlepsit citlivost a specificitu pouzitim dalSich nddorovych markerd, jako je nadorovy
antigen 19-9 (CA19-9), ale také s pouZzitim biomarker( odrazejicich dalsi charakteristiky nadorovych
bunék. Pravé takova skupina molekul s novymi a slibnymi vlastnostmi jsou miRNA (Kulda et al., 2010;

Pesta et al., 2019).

Imunohistochemie ma klicovy vyznam pfi diagnostice nddoru, zejména urceni jeho typu a
organového puvodu. Jeji prognosticky vyznam zatim neni v praxi tak vyznamny. MoZny prognosticky
vyznam u CRC maji cytokeratiny CK7, CK20 a survivin, které Ize stanovit jak v nadoru, tak na
cirkulujicich nddorovych burikach (Ning et al., 2015). Tato metoda zatim nebyla validovana pro

klinické vyuziti.

Genetické prognostické biomarkery

Desetileti studii ukazaly, Ze nékteré geny a cesty, jako jsou KRAS, BRAF, PIK3CA, SMAD7, PARP1, TP53
a geny oprav chybného parovani, jsou dulezité v procesech iniciaci a progrese CRC (Normanno et al.,
2015; Vodenkova et al., 2019; Vodicka et al., 2019). Mutacni status KRAS je prediktivnim markerem
odpovédi na zavedené inhibitory receptoru epidermalniho ristového faktoru (EGFR) pouZivané pro
IéCbu pokrocilého CRC. Ve skutec¢nosti jsou mutace v KRAS spojeny s rezistenci na 1é¢bu anti-EGFR
monoklonalni protilatky (mAb) cetuximabem nebo panitumumabem. Nepftiznivy prognosticky dopad
mutaci BRAF byl také dokumentovan (Farina-Sarasqueta et al., 2010; Rowland et al., 2015; Yokota et
al., 2011), zatimco mutace PIK3CA na prezZiti byla omezena na pacienty s nemutovanym genem BRAF

(Rosty et al., 2013).
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Geneticka variabilita je dllezitym faktorem pro vznik onemocnéni a také reakce na léCbu a toxicitu
|éCby. Napriklad zdédéné zmény v genech pro opravu DNA byly indikovany jako uZitecné nastroje pro
identifikaci pacient( s rizikem aberantnich farmakokinetickych nebo farmakodynamickych ucinka
(Bhushan et al., 2009). Studie asociované v celém genomu identifikovaly rostouci pocet polymorfizmu
s jednim nukleotidem (SNP), které vykazuji pevné asociace s rizikem CRC, které byly také replikovany
v nezavislych kohortach (Fernandez-Rozadilla et al., 2013; Smith et al., 2015). Metaanalyzy vsak

naznacuiji, Ze tyto SNP dosud predstavuji pouze malou ¢ast rizika CRC (Whiffin et al., 2014).

Imunologické prognostické markery

Imunitni odpovéd hostitele proti nddoru je predmétem rozsahlého vyzkumu. Byl prokazan
prognosticky vyznam infiltratu imunitnich bunék v nddoru. Pro kvantifikaci imunitniho infiltratu in
situ byla definovdna metodika nazvana Immunoscore. Parafinové fezy nddoru tlustého streva a
invazivni okraj se zpracuje imunohistochemicky a pomoci digitalni patologie se kvantifikuje hustota
CD3+ a cytotoxickych CD8+ T lymfocytl v nddoru a jeho invazivnim okraji. Immunoscore poskytuje

odhad rizika recidivy u pacient(i s CRC nezavisle na stadiu TNM (Galon et al., 2014; Pages et al., 2018).

Nekodujici RNA

Syntéza a role nekdédujici RNA

Nekaodujici ribonukleova kyselina (noncoding RNA, ncRNA) jsou molekuly RNA, které nenesou
informace pro syntézu protein(. Podili se vyznamnym zplsobem na udrZovani integrity genomu a
regulacnich pochodech v burice. NcRNA jiné neZ ribosomalni RNA a transferova RNA, jsou obvykle

kategorizovany na zakladé jejich délky a dale ¢lenény podle funkce a/nebo role (tabulka 3).

Zajem o mechanismy posttranskrip¢ni regulace genové exprese zprostfedkované miRNA v poslednich

letech vzrostl, kromé jiného také diky relativné jednoduché detekci a kvantifikaci téchto molekul.
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Tabulka 3. Hlavni tfidy nekodujici RNA (ncRNA) fazeny podle délky dané poctem nukleotidti (nt)

(Gulia et al., 2017).

Jméno Zkratka Délka (nt) Poznamky

Dlouhé nekddujici RNA IncRNA >200 Transkripty nekddujici proteiny; heterogenni
tfida RNA. Podil na epigenetické, transkrip¢ni a
post-transkripcni regulaci genové exprese

Pfepisovana T-UCR =50-570 Casto se nachazi na fragilnich mistech a

ultrakonzervovanad oblast genomickych oblastech souvisejicich s nadory;
moznd regulované miR

Cirkularni RNA circRNA =100-1600 Kovalentné uzaviené RNA kruhy; nékteré maji
kddovaci funkce; potencialni regulatory gent a
miR pasti

Malé interferujici RNA siRNA 20-25 Dvouvldknové RNA podobné miR, fungujici
cestou RNA interference (RNAI); podporuji
degradaci mRNA

Y RNA Y RNA 21-24 Replikace DNA prostfednictvim interakci s
chromatinem a iniciaénimi proteiny; cil
autoimunitnich protilatek

Mikro-RNA mMiRNA; 21-24 Funkce pfi uml¢ovani RNA a posttranskripéni

miR regulaci genové exprese; mize mit

extraceluldrni lokalizaci

Piwi-interagujici RNA piRNA 26-31 Epigeneticka a posttranskripéni inhibice
(silencing) retrotranspozonu a dalsich
genetickych prvkd v burikach

Malé nukleolarni RNA snoRNAs 60-300 Pravodce chemickymi modifikacemi jinych RNA
(rRNA, tRNA, snRNA)

Malé nukleové RNA snRNA; U- =150 Funkce pfi zpracovani pre-messenger RNA

RNA (hnRNA) v jadru; pomoc pfi regulaci

transkripcnich faktorQ; udrzba telomér
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MIiRNA jako regulacni molekuly v procesu karcinogeneze

Regulace zprostfedkovand miRNA ma zasadni vliv na bunéénou integritu. Ridi zakladni biologické
procesy, jako je apoptdza, bunécné proliferace, diferenciace, angiogeneze a invaze (Kral et al., 2018;
Mendell & Olson, 2012). V této souvislosti jsou miRNA rozsahle studovany ve vztahu k nadoriim a
jejich specifické profily exprese byly spojené s riznymi typy malignit, véetné CRC (Bonfrate et al.,

2013; Davis-Dusenbery & Hata, 2010; Lin & Gregory, 2015; Slaby et al., 2009).

Syntéza a funkce miRNA jsou schématicky znazornéné na obrazku 2.

Obrazek 2. Syntéza miRNA (autor obrazku: P. Skrobanek, Onkologicka klinika 1. LF UK a
Thomayerovy nemocnice). Transkripci primarni pri-miRNA z genu miRNA provadi RNA polymeraza
Il (Pol ll). Pri-miRNA je poté v jadru buriky zpracovana enzymem Drosha (RNaza lll) a jeho
kofaktorem Pasha na fetézce pre-miRNA s 60 aZ 110 nukleotidy. Pri-miRNA je pak exportovdna do
cytoplazmy pomoci exportinu-5 pres jaderné pory. V cytoplazmé je pri-miRNA stépena RNazovou
aktivitou enzymu Dicer na pfechodny 22-nukleotidovy duplexni meziprodukt. Tento duplex se
navaze na AGO2, endonukleolytickou sloZzku miRISC (RNA-induced silencing complex, inhibi¢ni
komplex indukovany RNA). MiRISC dopravi antisense vlakno miRNA k cilové messengerové RNA
(mRNA). Pokud dojde k dokonalé komplementarité s mRNA, dochazi k k endonukleolytickému

stépeni. Pokud dojde ke komplementarité castecné, vysledkem je potlaceni translace pfislusné
miRNA (Magri et al., 2018).

Translational mRNA
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Nékolik nedavnych studii ukazalo, Ze miRNA mohou hrat dileZitou roli v regulaci chemorezistence v
CRC kontrolou pfislusnych signalnich drah. Patfi mezi né bunécny cyklus, proliferace, apoptéza,
oprava posSkozeni DNA, metabolismus IéCiv a transportni cesty (Fanale et al., 2016; Raza et al., 2014;
Vodenkova et al., 2019; Wu et al., 2018). Kromé toho existuji miRNA s pfimou asociaci s
karcinogenezi, oznadované jako ,,oncomiRs” a ,anti-oncomiRs”. OncomiR pUsobi jako onkogeny a
inhibuji expresi cilovych tumor-supresorovych gen, zatimco anti-oncomiRs funguji jako tumor-
supresory a vedou k inhibici exprese onkogen(. Inaktivace oncomiR a aktivace anti-oncomiR muze
predstavovat dlleZity zasah pfi regulaci exprese specifickych genli schopnych obnovit citlivost na Iéky
(Donzelli et al., 2014). Z tohoto dlivodu by vyzkum zaloZzeny na miRNA mohl pfispét k inovativnim
terapeutickym strategiim a rozvoji cilené protinddorové lécby. Dale miRNAs mohly slouzZit jako
prognostické a prediktivni biomarkery a poskytovat dalsi dulezité informace pro personalizovanou

medicinu.

MiRNA mohou byt vyuZity jako potencialni biomarkery nador(i vzhledem k jejich jedinecnym
vlastnostem: reguluji expresi onkogen(l a nddorové supresory. Vice nez 50% gend miRNA se nachazi v

regionech pozménénych u nadorl deleci nebo amplifikaci (Calin et al., 2004).

MiRNA jsou pfitomny v plazmé a stolici na detekovatelnych drovnich a kvdli jejich malé velikosti a
struktufe kmenovych smycek jsou stabilnéjsi nez mediatorovd RNA (mRNA). Kv(li nedokonalé
komplementarité s cilovymi sekvencemi muze jedind miRNA regulovat expresi vice nez stovek mRNA
transkript soucasné a ma tedy potencialné vyssi diagnostickou hodnotu pfi rozliSovani rznych tkani
a nadord nez mRNA. Geny miRNA jsou usporadany v polycistronické klastry, které jsou
koexprimovany a u nichz se predpoklada schopnost regulovat funkéné pribuzné geny (Truscott et al.,
2016). Béhem posledniho desetileti se objevuji dikazy, Ze aberantni exprese miRNA hraje roli pfi
iniciaci a progresi CRC (Schetter et al., 2012; Strubberg & Madison, 2017). Obecné je vétsina miRNA
béhem karcinogeneze downregulovana. Zda se, Ze globalni downregulace exprese miRNA je pro

malignity typicka (Lu et al., 2005).

Polymorfismy ve vazebnych mistech pro miRNA

Regulaéni funkce miRNA je ovliviiovana polymorfismy (single nucleotide polymorphisms, SNP)
cilovych mist vazicich miRNA (miRSNP). Schopnost miRNA lokalizovat a vazat mRNA je pro regulaci

transkript( a exprese proteinu rozhodujici (Preskill & Weidhaas, 2013). SNP ve strukturach vazoucich
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miRNA mohou s vysokou penetranci vyvolat zménu fenotypu (Ryan et al., 2010, 2015). | kdy? je
sekvence vazebnych mist miRNA pro vétsina gen( kddujicich proteiny vysoce konzervovana (Ryan et
al., 2010), v poslednich letech fada studii ukazala na daleZitost zdédénych polymorfism( v cilovych
mistech miRNA pro susceptibilitu k lidskym nemocem a jejich pribéhu (Maxwell et al., 2015; Ryan et

al., 2010; Sethupathy & Collins, 2008).

V souvislosti s témito poznatky se zkouma také dloha SNP lokalizovanych v miRNA-vazebnych
cilovych mistech (miRSNP) na karcinogenezi. SNP mohou do jisté miry vysvétlit rGznou individuaini
susceptibilitu k nddordm. Tudiz malé rozdily v podobé SNP v relevantnich genech pro CRC mohou
prispivat k etiopatogenezi tohoto nadoru a také modulovat preZiti a odpovéd na terapii u pacientl s

CRC (Cipollini et al., 2014; Schneiderova et al., 2017).

Nase vyzkumna skupina popsala asociace mezi miRSNPs v genech ¢tyr relevantnich drah DNA opravy
(oprava nukleotid(l, oprava excize bazi [BER], oprava dvouretézcovych zlomu a oprava chyb

v parovani [mismatch repair]) a rizikem CRC a klinickych vysledk( (Naccarati et al., 2016; Pardini et
al., 2013; Vymetalkova et al., 2014). SNP v cilovych oblastech miRNA dlezitych gen( pro etiologii
CRC (APC, ATM, BRAF, KRAS, PARP1, PIK3CA, SMAD7 a TP53) mohou také ovlivnit U¢innost translace
odpovidajicich protein(. V této studii jsme tedy predpokladali, Ze variace vyse uvedenych gen(
mohou modifikovat CRC susceptibilitu, preziti a i¢innost chemoterapie prostfednictvim modulace

signalni odpovédi a udrzeni stability genomu.

MIiRNA jako prediktory ucinku lécby

Nékolik studii prokazalo, Ze miR-192 a miR-215 mohou pfimo pfispivat k mechanismu
chemorezistence vici fluoropyrimidinim a antifolatdm v CRC (Song et al., 2008; Vychytilova-
Faltejskova et al., 2017; Xi et al., 2006), protoZe mezi jejich cilové struktury patfi jak mRNA
thymidilatsyntaza, tak dihydrofolat reduktaza. Snizeni hladin thymidilatsyntdzy a dihydrofolat
reduktazy zprostfedkované miR-215 vede k zastaveni bunécéného cyklu v kontrolnim bodu G2/M a ke
snizeni bunécné proliferace (Song et al., 2010). Néktefi autofi predpokladaji, Ze inhibice miR-21 by
mohla predstavovat Ucinnou terapeutickou strategii pro CRC rezistentni na chemoterapii (Yu et al.,
2013). Rovnéz bylo pozorovano, Ze nadmérna exprese miR-143 v bunécné linii HCT116 lidského CRC
vedla k inhibici exprese onkogen(i ERK5, NF-KB a Bcl- 2. Tim vyznamné zvysila miru apoptdzy béhem

|éCby 5-FU (Borralho et al., 2009).
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Ras proteiny jsou malé GTP4azy reagujici na signalizaci proti sméru toku, které nasledné pusobi jako
spoustéc kaskady kinaz Raf/MEK/MAPK. Tato draha predstavuje zékladni cestu potfebnou pro rist a
proliferaci bunék. Mutace v genech Ras/MAPK kaskady a jeji aktivace se podili na vzniku CRC a také
hraje roli v rezistenci na IéCbu (Zhao et al., 2017). MiRNA rodina Let-7, cil drahy Ras, dosud obsahuje
devét clen(: let -7a, let-7b, let-7c, let-7d, let-7e, let-7f, let-7g, let-7i a miR-98. Bylo pozorovano, Ze
rizné miRNA z rodiny let-7 jsou deregulované ve vztahu k rezistenci vici riznym protinadorovym
I[ékdim pouzivanych u CRC. Weidhaas a kol. predpokladaji roli let-7 pfi zlepSovani radiosenzitivity
nadorovych bunék ovlivnénim proteinu Ras (Weidhaas et al., 2007). ZvySena exprese let-7g byla
vyznamné spojena s chemorezistenci vlci terapii Iékem S-1 u pacient s CRC (Nakajima et al., 2006).
Mizuno a kol. rovnéz uvadi, Ze miRNA z rodiny let-7 pfispivaji k chemorezistenci v(ci S-1 u pacient(
s CRC (Mizuno et al., 2018). V souvislosti s témito vysledky autofi predpokladaji, Ze snizeni hladin
¢lenl rodiny let-7 indukuje expresi proteinu ERCC1 zapojeného do cesty NER, coz pfispiva k rezistenci

vUci cisplatiné nebo 5-FU (Mizuno et al., 2018).

Tie et al. pozorovali, Ze exprese let-7f-5p byla zvySena v CRC tkdnich rezistentnich na chemoterapii ve
srovnani s vzorky nadoru citlivych (Tie et al., 2018). Autofi prokazali, Ze chemoterapeuticka rezistence
podporovana let-7f-5p potlacuje expresi nékolika proapoptotickych proteind, véetné tumor-

supresorového proteinu p53, p53-indukovaného jaderného proteinu 1, p53-indukovaného jaderného

proteinu 2 a kaspazy - 3.

MiR-20b je dalsi nekddujici RNA s roli v rezistenci CRC na IéCbu. Fu a kol. ukazali, Ze miR-20b sniZuje
rezistenci bunék linie HCT116-R na 5-FU (Fu et al., 2017) . Podle této prace miR-20b sniZuje rezistenci
5-FU k indukci apoptdzy in vitro potlacenim exprese receptoru pro epidermalni riistovy faktor (EGFR)

v burikach CRC.

V posledni dobé se predpoklada, ze miRNA mohou ovliviiovat chemorezistenci nadorovych
kmenovych bunék (cancer stem cells, CSC) (Fesler et al., 2017). Protoze miRNA muzZe cilit na mnoho
genl najednou, je jeji vyuZiti potencidlné vyhodné pro ovlivnéni chemorezistence CSC, kde se
uplatriuje nékolik riznych mechanismu. Nékteré miRNA jiz prokazaly svij potencial regulovat CSC
karcinomu tlustého stfeva. Napfiklad miR-145 a miR-450b cili na SOX2 a bylo zjisténo, Ze zvysuji
citlivost na 5-FU a sniZuji vlastnosti charekteristické pro kmenové burky (stemness) u CRC (lliou et al.,
2014; Jin et al., 2016; Yu et al., 2015). Kromé toho intervence cilena na miR-21 vede ke sniZeni poctu
CSC tlustého stfeva béhem lécby 5-FU (Yu et al., 2015). VSechny tyto miRNA reguluji dalezZité geny
souvisejici s CSC a mohou byt uZitecné pfi zvySovani chemosenzitivity narusenim jejich mechanismi

rezistence.
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Dlouhé nekddujici RNA

Dlouhé nekddujici RNA (IncRNA) predstavuji dalsi tfidu ncRNA. Jsou charakterizované délkou vétsi
nez 200 nukleotidd a omezenou nebo Zadnou kapacitou kédovat protein. Nékteré IncRNA byly
funkéné charakterizovany v tkanich a séru pacientli a mohou mit pronadorovy nebo protinadorovy
efekt (Di Gesualdo et al., 2014). Nékolik studii ukazalo, Ze IncRNA také hraji dileZitou roli v
epigenetické, transkripcni a post-transkripcni regulaci genové exprese a podili se na rezistenci vici
chemoterapii (Deng et al., 2017; Yang et al., 2013). Xiong a kol. pozorovali, Ze Urovné exprese mnoha
IncRNA se méni po expozici bunék CRC cytostatiku 5-FU (Xiong et al., 2015). Vétsina aberantné
exprimovanych IncRNA je zapojena do signalnich drah PI3K/AKT a NF-kB. Lee a kol. ukazali, ze
exprese IncRNA nazvané snaR se v bunkach rezistentnich na 5-FU sniZuje, coZ vede k zvySené citlivosti
na chemoterapii 5-FU (Lee et al., 2014). Tyto vysledky naznacuji, Ze snaR mUZe byt negativnim

regulatorem rlstu bunék CRC po expozici 5-FU.

Xiao et al. identifikovali IncRNA XIST jako vyznamny diagnosticky a prognosticky biomarker. Zvysena
hladina XIST v séru korelovala se Spatnou terapeutickou odpovédi a niZsi mirou preziti u pacientd s

CRC, ktefi dostavali Ié¢bu na bazi 5-FU (Xiao et al., 2017).
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Cile prace

1. Vyhodnotit vyznam prognostickych a prediktivnich faktord u pacientli s metastatickym

kolorektalnim karcinomem léc¢enych cilenou Iécbou.

2. Vyhodnotit prognosticky vyznam miRNA a jejich vazebnych mist u pacientd s CRC, véetné
mozZného vyuiiti neinvazivnich molekularnich markerd pro ¢asnou detekci CRC a véasné odhaleni

recidivy CRC a odhad prognézy nemocnych s metastatickym nemocnénim.

3. Vyhodnotit vyznam polymorfismt v genech opravujicich chyby DNA pro vznik a pribéh CRC.

Vlastni vysledky — soubor publikovanych praci

Vlastni vysledky vyzkumu a pfislusna diskuse jsou shrnuty v pfiloZzenych publikacich. Popis pouzitych

experimentalnich metod, v€etné statistickych je uveden v jednotlivych publikovanych pracich.

Uvedeny impact factor (IF) ¢lankd je podle Web of Science, pristup 19.1.2020, posledni uvedena

hodnota pro pfislusny ¢asopis (tj. za rok 2018).

Predklddané publikace jsou rozdélené do étyf okruhi:

A. Puvodni klinické prace zamérené na cilenou léébu kolorektalniho karcinomu

B. Plivodni prace zaméfené na roli miRNA v patogenezi kolorektalniho karcinomu a zejména
jako prognostického a prediktivniho markeru

C. Pavodni prace zaméfena na funkéni polymorfismy genli opravujicich chyby DNA ve vztahu
ke kolorektalnimu karcinomu

D. Prehledovy ¢lanek shrnujici biochemické faktory ovliviiujici efekt cytostatik ze skupiny

fluoropyrimidind v 1écbé kolorektalniho karcinomu
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PlGvodni klinické prace zamérené na cilenou Ié¢bu kolorektalniho karcinomu

Fiala O*, Veskrnova V*, Chloupkova R, Poprach A, Kiss I, Kopeckova K, Dusek L, Slavicek L,

Kohoutek M, Finek J, Svoboda M, Petruzelka L, Boublikovd L, Dvorak J, Melichar B, Buchler T.
Impact of Delayed Addition of Anti-EGFR Monoclonal Antibodies on the Outcome of First-Line
Therapy in Metastatic Colorectal Cancer Patients: a Retrospective Registry-Based Analysis. Target

Oncol. 2018 Dec;13(6):735-743. IF 3.683

*dva prvni autofi — v publikaci je deklarovany stejny pfinos

Ptidani monoklonalnich protilatek proti receptoru epidermalniho ristového faktoru (anti-EGFR Abs) k
chemoterapii metastatického kolorektalniho karcinomu (mCRC) je bézné opozdéno v redlné klinické

praxi, obvykle z dvodu pozdnich vysledk(l RAS mutace.

Cilem bylo stanovit, zda opozdéné pridani anti-EGFR monoklonalnich protilatek az do ¢tvrtého cyklu

chemoterapie negativné ovlivnilo vysledky pacientli s metastatickym CRC léCenych rezimy prvni linie.

Klinické udaje u pacientl s histologicky ovéfenym mCRC RAS-divokého typu lé¢enych rezimy prvni
linie systémové terapie obsahujici anti-EGFR monoklonalni protilatky byly retrospektivné analyzovany
z ndrodni databdze. Pacienti byli rozdéleni do tfi skupin podle nac¢asovani pfidani anti-EGFR mAbs k
zakladni chemoterapii. Kohorta A (n = 401) zahrnovala pacienty, u kterych byly anti-EGFR mAb
pridany k chemoterapii v prvnim cyklu, pacienti skupiny B (n = 71) s anti-EGFR mAbs pfidanymi k
chemoterapii pfi druhém cyklu a kohorta C (n = 101) pacienti, ktefi méli anti-EGFR mAbs pridany k

chemoterapii ve tfetim nebo ¢tvrtém cyklu.

336 ( 58,6% ) pacientl dostalo panitumumab a 237 (41,4%) pacientl dostalo cetuximab. Stredni
preziti bez progrese (PFS) celé kohorty bylo 12,2 mésice ( 95% confidence interval [Cl] 10,9-13,5) a
median celkového preziti (OS) byl 33,5 mésice (95% Cl 27,6—39,4). Median PFS a OS u pacientf
|éCenych anti-EGFR mAbs pridanymi k chemoterapii byl 12,9 ( 95% Cl 11,5-14,3) a 30,6 mésice (95%
Cl 25,2-36,1) pro skupinu A, 9,7 (95% ClI 9,1-10,3) a nedosahla se pro skupinu B ve srovnani s 11,5
(95% Cl 9,8—-13,2) a 37,9 mésicu (95% Cl 28,6—47,3) pro skupinu C.

Zavérem prdce je, Ze opozdéné pridani anti-EGFR mAb k chemoterapii prvni linie nebylo spojeno s

horsim prezitim nebo odpovédi na terapii.
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Buchler T, Chloupkova R, Poprach A, Fiala O, Kiss I, Kopeckova K, Dusek L, Veskrnova V, Slavicek L,
Kohoutek M, Finek J, Svoboda M, Petruzelka L, Melichar B. Sequential therapy with bevacizumab
and EGFR inhibitors for metastatic colorectal carcinoma: a national registry-based analysis. Cancer

Manag Res. 2018 Dec 28;11:359-368. doi: 10.2147/CMAR.S183093. IF 2.243

Ackoli se inhibitory vaskularniho endotelidlniho ristového faktoru a inhibitory receptoru
epidermalniho rastového faktoru (EGFRi) béZné pouZivaji k [écbé metastazujiciho kolorektalniho

karcinomu (mCRC), v soucasné dobé neni optimalni sekvenovani téchto latek jasné.

Narodni registr cilenych terapii byl pouzit k analyze vychozich charakteristik a vysledkd pacientl se
stavem mCRC a divokého typu KRAS exon 2, ktefi dostavali bevacizumab a EGFRi (cetuximab nebo

panitumumab) jako soucast lécby prvni a druhé linie v obou sekvencich.

Do kohorty bylo zafazeno 490 pacientl (181 pacientl lIéCenych prvni linii EGFRi a druhé linie
bevacizumabu a 309 pacient(l [é¢enych prvni linii bevacizumabu a druhé linie EGFRi). Median
celkového preziti (OS) od zahajeni |éCby prvni linie byl podobny u pacientd I1écenych jakoukoli
sekvenci a dosahl 31,8 (95% Cl 27,5-36,1) vs 31,4 mésicl (95% Cl 27,8-35,0) pro EGFRi >
bevacizumab vs. bevacizumab - kohorta EGFRi. Doba od zahdjeni prvni linie do progrese v druhé linii
terapie [preziti bez progrese (PFS)] byla 21,1 (95% Cl 19,3-23,0) vs 19,3 mésica (95% Cl 17,3-21,3) pro
bevacizumab - EGFRi vs. EGFRi = kohorta bevacizumabu (P = 0,016).

Tato retrospektivni analyza Gdajl z redlného svéta u pacientl s mCRC divokého typu KRAS exon 2
MCRC neprokazala zadné rozdily v OS mezi kohortami |é¢enymi bevacizumabem = EGFRi vs. reverzni

sekvenci, zatimco kombinovany PFS upfednostfioval sekvenci bevacizumab - EGFRI.

PlOvodni prace zamérené na roli miRNA v patogenezi kolorektalniho karcinomu a

zejména jako prognostického a prediktivniho markeru

Kral J, Korenkova V, Novosadova V, Langerova L, Schneiderova M, Liska V, Levy M, Veskrnova V,

Spicak J, Opattova A, Jiraskova K, Vymetalkova V, Vodicka P, Slyskova J. Expression profile of miR-
17/92 cluster is predictive of treatment response in rectal cancer. Carcinogenesis. 2018 Dec

13;39(11):1359-1367. doi: 10.1093/carcin/bgy100. IF 4.004
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MicroRNA profily pfedstavuji slibné zdroje nddorovych biomarker(. MiRNA jsou specifické pro urcity
typ nadoru a pro podskupiny pacientl s odliSnou odpovédi na |éCbu. Tento potencidl miRNA nebyl
zatim nebyl uspokojivé prozkouman u nador( rekta. Cilem studie bylo najit specifické miRNA

s klinicko-terapeutickym vyznamem pro nddory rekta. Exprese 2555 miRNA byla zkoumdna ve 20
parech vzorkl tkané nadorl rekta a nemaligni tkané 3D-Gene Toray microarray. Kandidatni miRNA
byly ovéfovany na nezavislé kohorté 100 part nadorové rektalini tkané a v plasmé a exosomy u 100
pacientl s nadorem rekta. Pro studium asociace profilu miRNA s [écebnymi vysledky byly vzorky
plazmy odebirdny opakované po dobu 1 roku, aby se ukazala i reakce pacientl na lé¢bu. Nakonec
byly nejvyznamné;jsi miRNA zkoumany in vitro, jak ovliviiuji bunécny rist. Identifikovali jsme
specificky miRNA podpis pro karcinom rekta, ktery odliSuje respondenty od pacient( nereagujicich na
adjuvantni chemoterapii. Pfevazujici ¢ast identifikovanych miRNA byla reprezentovana ¢leny klastru
miR-17/92. Upregulace miRNA-17, -18a, -18b, -19a, -19b, -20a, -20b a -106a v nadoru byla spojena s
vys$Sim rizikem relapsu tumoru a jejich nadmeérnd exprese v bunécnych liniich karcinomu rekta
stimulovala bunécnou proliferaci. Vysetieni téchto miRNA v plazmatickych exozomech ukazalo, Ze se
jejich hladiny liSily mezi pacienty s rektalnim karcinomem a zdravymi kontrolami a korelovaly s
|é¢ebnou odpovédi pacienta. MiRNA z klastru miR-17/92 predstavuji neinvazivni biomarker pro

predikci progndzy po lé¢bé u pacientl s nadory rekta.

Schneiderova M, Naccarati A, Pardini B, Rosa F, Gaetano CD, Jiraskova K, Opattova A, Levy M,
Veskrna K, Veskrnova V, Buchler T, Landi S, Vodicka P, Vymetalkova V. MicroRNA-binding site

polymorphisms in genes involved in colorectal cancer etiopathogenesis and their impact on disease

prognosis. Mutagenesis. 2017 Oct 17;32(5):533-542. doi: 10.1093/mutage/gex026. IF 2.898

Podle Vogelsteinova modelu kolorektalni karcinogeneze mohou byt genetické variace ve vysoce
penetrantnich genech zapojeny do patogeneze kolorektalniho karcinomu (CRC). Podobné ¢asto se
vyskytuji aberantni funkce a / nebo zménéna exprese miRNA u CRC. V tomto kontextu mohou
polymorfismy v miRNA-vazebnych mistech (miRSNP) ovliviiovat interakci miRNA v cilovych genech,
coz vede k diferencialni expresi mRNA / proteinu a zvy$ené nachylnosti k béZznym onemocnénim. Pro
zkoumani tohoto fenoménu jsme vytéZili 3’ netranslatované oblasti (3'UTR) gen(, o nichz je znamo,
Ze jsou C¢asto mutovany v CRC, a hledali jsme miRSNP a testovali jsme jejich souvislost s rizikem
vzniku CRC a klinickymi vysledky. Osm miRSNPs (rs1804191, rs397768, rs41116 v APC; rs1137918,
$227091, rs4585 v ATM; rs712, rs1137282, rs4585 v ATM; rs712, rs1137282, rs61764370 v KRAS;
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rs8674 v PARP1 a rs16950113 v SMAD7) byly testovany v souvislosti s rizikem CRC v case-contol studii
(1111 pfipadt a 1469 zdravych kontrol) od z&fi 2003 do kvétna 2012. Uloha téchto miRSNP byla také

zkoumana ve vztahu ke klinickym vysledkiim na podskupiné pacientl (n=866).

rs8679 v ramci PARP1 byl asociovan s rizikem CRC a odliSnym prezivanim pacient(l. V dominantnim
modelu méli nosici alespor jedné alely C snizené riziko vzniku maligniho nadoru (P = 0,05). Genotyp
CC v rs8679 byl spojen se zvysenym rizikem recidivy / progrese u pacientd, ktefi dostavali
chemoterapii na bazi 5-FU (log-rank test P = 0,03). Nosi¢stvi homozygotni varianty genotypuTT pro
rs712 v genu KRAS bylo spojeno se snizenym rizikem karcinomu rekta (pomér $anci (OR) = 0,65, 95%
intervaly spolehlivosti (Cl) 0,43-1,00, P = 0,05), zatimco jedinci s karcinomem tlustého streva s
heterozygotnim genotypem GT vykazovali delsi celkové preziti (OS) (P = 0,04). Poskytujeme prvni
dlikaz, Ze variace v potencialnich cilovych mistech vazajicich miRNA ve 3’ UTR genu PARP1 mohou
ovliviiovat riziko vzniku CRC a progndzu po terapii. Dalsi studie jsou nezbytné pro replikaci naseho

nalezu a posouzeni miRSNP jako prediktivnich biomarker( v nezavislych populacich.

Vymetalkova V, Pardini B, Rosa F, Jiraskova K, Di Gaetano C, Bendova P, Levy M, Veskrnova V,

Buchler T, Vodickova L, Naccarati A, Vodicka P. Polymorphisms in microRNA binding sites of mucin
genes as predictors of clinical outcome in colorectal cancer patients. Carcinogenesis. 2017

Jan;38(1):28-39. doi: 10.1093/carcin/bgw114. IF 4.004

Polymorfismy v miRNA vazebnych mistech mohou ovlivnit interakci miRNA a cilového genu, coz vede
k diferencialni expresi mRNA / proteinu a citlivosti na bézné choroby. Muciny byly identifikovany jako
markery nepfiznivé progndzy. Predpokladali jsme, Ze genetické variace na vazebnych mistech miRNA
lokalizovanych v mucinovych genech mohou modulovat signalni odpovéd' a udrZovat stabilitu
genomu, coz nakonec ovliviiuje vnimavost k nddorovému bujeni, i¢innost chemoterapie a preZiti
pacientl. V této studii jsme analyzovali asociaci jednonukleotidovych polymorfismi v
predpokladanych cilovych mistech miRNA (miRSNP) mucinovych gen( s rizikem vzniku kolorektalniho
karcinomu (CRC) a posuzovali jsme i klinické vysledky u pacientd. Tfindct miRSNP v 9 genech bylo
hodnoceno v 1111 pfipadech a 1469 kontrol. Pacienti nesouci CC genotyp rs886403 v MUC21
vykazovali kratsi preziti a vyssi riziko recidivy ve srovnani s TT nosici [celkové preziti (OS): pomeér rizika
(HR) 1,69; 95% intervaly spolehlivosti (Cl) 1,13-2,46; P = 0,01 a preZiti bez udalosti (EFS): HR 1,99;

95% Cl 1,38-2,84; P = 0,0002, v tomto poradi). Pozorované asociace byly vyraznéjsi po stratifikaci
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mista nadoru (u pacientl s karcinomem tlustého stfeva, OS: HR 2,63; 95% Cl 1,69-4,10; P <0,0001 a
EFS: HR 2,65; 95% CI 1,72—4,07; P <0,0001). Naproti tomu pfipady karcinomu rekta nesouci genotyp
CCrs4729655 v MUC17 vykazovaly delsi preziti (0S: 0,27; 95% Cl 0,14-0,54; P = 0,0002) nez ty s
nejbéznéjsim genotypem. Pokud je nam znamo, je to prvni studie zkoumajici miRSNP potencialné
ovliviujici vazbu miRNA na mucinové geny a odhalujici jejich vliv na citlivost na CRC nebo na preziti

pacienta.

PUvodni prace zamérena na funkéni polymorfismy gend opravujicich chyby DNA ve

vztahu ke kolorektalnimu karcinomu

Jiraskova K, Hughes DI, Brezina S, Gumpenberger T, Veskrnova V, Buchler T, Schneiderova M, Levy

M, Liska V, Vodenkova S, Di Gaetano C, Naccarati A, Pardini B, Vymetalkova V, Gsur A, Vodicka P.
Functional Polymorphisms in DNA Repair Genes Are Associated with Sporadic Colorectal Cancer
Susceptibility and Clinical Outcome. Int J Mol Sci. 2018 Dec 27;20(1). pii: E97. doi:
10.3390/ijms20010097. IF 4.183

Procesy opravy DNA probihaji pti samotném vzniku CRC, tak i pfi odpovédi CRC na |éCbu. Zména

v jediném nukleotidu zapficini zaménu aminokyseliny v proteinu a mlze zménit Uc¢innost oprav DNA
u vzniku CRC a u odpovédi na klinickou terapii. Provedli jsme vybér kandidatnich gent, abychom u
nich analyzovali spojeni nesynonymnich jednonukleotidovych polymorfismd (nsSNPs) v genech, které
se Ucastni hlavnich drah pti opravach DNA u pfi vzniku CRC a u rozdili ve vysledcich IéCby. Nase
kandidatni polymorfismy byly vybrany podle pfednich genomickych a funkénich predikénich databazi.
Sestndct nsSNP ve 12 genech opravujich DNA bylo vyhodnoceno ve zkoumané kohorté pacientt

z Ceské republiky (1832 pfipad(i a 1172 kontrol) a v rakouské replikaéni kohorté (950 pfipadti a 820
kontrol). Pozorovali jsme nékolik signifikantnich asociaci v riznych nsSNP ve spojeni s preZitim a
klinickymi vysledky v Cox regresni analyze v obou kohortach. Nicméné jen nékteré geny (REV3L,
POLQ a NEIL3) byly uréeny jako predikéni faktory v klasifikacni a regresni tree analyze a ukazaly se
jako velmi vyznamné v preZiti pacientll. Zavérem jsme ziskali dlikazy, Ze dokonce i velmi malé
alterace v urcitych proteinech, které se ucastni drah v opravé DNA se mohou podilet na vnimavosti

ke vzniku CRC a ovliviiovat vysledky klinické Ié¢by.
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Pfehledovy ¢lanek shrnujici biochemické faktory ovliviujici efekt cytostatik ze skupiny

fluoropyrimidinG v 1é¢bé kolorektdlniho karcinomu

Vodenkova S, Buchler T, Cervena K, Veskrnova V, Vodicka P, Vymetalkova V. 5-fluorouracil and
other fluoropyrimidines in colorectal cancer: Past, present and future. Pharmacol Ther. 2019 Nov

19:107447. doi: 10.1016/j.pharmthera.2019.107447. IF 9.396

5-fluorouracil (5-FU) je zakladni slozkou systémové chemoterapie pro kolorektalni karcinom (CRC) v
paliativni i adjuvantni terapii. V poslednich ¢tyfech desetiletich bylo vyvinuto a testovano nékolik
modulacnich strategii, véetné implementace kombinacnich rezim( na bazi 5-FU a proléciv 5-FU, aby
se zvysila protinadorova aktivita 5-FU a prekonala klinicka rezistence. Navzdory povzbudivému
pokroku v terapii CRC k dnesnimu dni z(stava mira odezvy pacientl na terapii stale nizkd a prospéch
pacient( z terapie zaloZzené na 5-FU je ¢asto ohroZen rozvojem chemorezistence. Interindividudlni
rozdily v 1é¢ebné odpovédi u pacientll s CRC mohou vznikat v jedine¢ném genetickém a
epigenetickém slozeni kazdého jednotlivce. Kritickym prvkem soucasného trendu personalizované
mediciny je spravné pochopeni pficin a mechanism pfispivajicich k nizké nebo nedostatecné
citlivosti nddorové tkané k terapii zaloZzené na 5-FU. Identifikace a validace prediktivnich biomarkert
pro stavajici a nové cilené terapie zaloZzené na 5-FU pro lé¢bu CRC pravdépodobné v budoucnosti
zlepsi vysledky pacientl. Zde uvadime komplexni prehled shrnujici moznosti 1é¢by CRC a mechanismy
plGsobeni 5-FU na molekularni Grovni, véetné anabolickych i katabolickych zpUsob(. Hlavni ¢ast
tohoto prehledu zahrnuje v sou¢asnosti zndmé molekularni mechanismy, které jsou zakladem
chemorezistence u pacient( s CRC. Zamérujeme se také na rlizna proléciva 5-FU vyvinuta za ucelem
zvySeni mnozstvi cirkulujicich 5-FU a omezeni toxicity. Nakonec navrhujeme budouci sméry

personalizované terapie CRC podle nejnovéjsich publikovanych dikaza.
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Zavér a zhodnoceni cilCl a hypotéz prace

1. Vyznam prognostickych a prediktivnich faktori u pacientli s metastatickym kolorektalnim

karcinomem lé¢enych cilenou lécbou

Vyznam odhadu progndzy je v nasledné individualizaci onkologické terapie a dispenzarnich kontrol.
Dosud nemame spolehlivy prognosticky parametr pro odhad preZiti pacientd s mCRC, ktery by
vyplyval z primdrnich vlastnosti nemoci. V klinické praxi bézné pouZzivané parametry jako stadium
podle TNM nebo rozsah metastatického postizeni lze povaZovat za sekundarni, protoZe jsou

podminény molekularnimi vlastnostmi nddoru a faktory spojenymi s hostitelem.

V praci zkoumaijici sekvenci cilenych 1€kl u pacientll s mCRC Coxova analyza proporcionalniho rizika
ukazala, Ze sekvence bevacizumabu - EGFRi by mohla byt lepsi, neZ sekvence opacna (trend hranicici
se statistickou vyznamnosti). Multivaria¢ni Coxova analyza dale ukazala, Ze muzské pohlavi, primarni
nador v levé ¢asti tlustého stieva, stddium MO v dobé prvni diagndzy nadoru a pouziti chemoterapie
FOLFOX v prvni linii byly nezavislymi priznivymi prognostickymi faktory pro celkové preziti (Buchler et

al., 2019).

V praci hodnotici nacasovani zahdjeni cilené lé¢by u nemocnych s mCRC multivariacni CoxGv
proporcionalni rizikovy model odhalil hrani¢né signifikantni vyhodu pozdéjsiho zahajeni cilené 1écby
anti-EGFR. DalSimi nezavislymi prognostickymi faktory byly vykonnostni stav hodnoceny podle Skaly
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) a rezim chemoterapie pro preziti bez progrese, zatimco
lokalizace primarni nadoru (v pravém versus lévém tlustém stfevé) a rezim chemoterapie byly

vyznamné spojeny s celkovym prezitim (Fiala et al., 2018).
2. Prognosticky vyznam miRNA a jejich vazebnych mist u pacientl s CRC

Podafilo se nam identifikovat specificky miRNA podpis pro karcinom rekta, ktery odlisuje
respondenty od pacientl nereagujicich na adjuvantni chemoterapii. PfevaZujici ¢ast identifikovanych
miRNA byla reprezentovéna ¢leny klastru miR-17/92. Upregulace miRNA-17, -18a, -18b, -19a, -19b, -
20a, -20b a -106a v nadoru byla spojena s vyssim rizikem relapsu tumoru a jejich nadmérna exprese v
bunécénych liniich karcinomu rekta stimulovala bunécnou proliferaci. Vysetfeni téchto miRNA v
plazmatickych exozomech ukdazalo, Ze se jejich hladiny liSily mezi pacienty s karcinomem rekta a
zdravymi kontrolami a korelovaly s lééebnou odpovédi pacienta. MiRNA z klastru miR-17/92
predstavuji neinvazivni biomarker pro predikci progndzy po Ié¢bé u pacientl s nadory rekta (Kral et

al., 2018).

33



V translacni studii jsme publikovali prvni dlikaz, Ze variace v potencialnich cilovych mistech vazajicich
miRNA ve 3’ UTR genu PARP1 mohou ovliviiovat riziko vzniku CRC a progndzu po terapii. Genotyp CC
v rs8679 byl spojen se zvySenym rizikem recidivy nebo progrese u pacientl, ktefi dostavali
chemoterapii na bazi 5-FU. Nosi¢e homozygotni varianty genotypuTT pro rs712 v genu KRAS byly
spojeny se snizenym rizikem karcinomu, zatimco u jedincd s karcinomem kolon heterozygotni

genotyp GT byla spojena s delSim celkovym preZitim (Schneiderova et al., 2017).

Provedli jsme jednu z prvnich studii zabyvajici se polymorfismy ve vazebnych mistech pro miRNA

v genech kddujicich mucin. Pacienti s CRC nesouci CC genotyp rs886403 v MUC21 vykazovali kratsi
preziti a vyssi riziko recidivy ve srovnani s TT nosici. Pacienti s karcinomem rekta nesouci genotyp CC
rs4729655 v MUC17 vykazovali delsi prezZiti neZ jedinci s béZnym genotypem (Vymetalkova et al.,
2017).

3. Prognosticky vyznam polymorfisml v genech opravujicich chyby DNA

Pozorovali jsme nékolik signifikantnich asociaci v rliznych nsSNP ve spojeni s prezitim a klinickymi
vysledky. Polymorfismy v nékterych genech (REV3L, POLQ a NEIL3) byly identifikovany jako
prognostické faktory v klasifikacni a regresni tree analyze a ukazaly se jako velmi vyznamné pro

preziti pacientll (Jiraskova et al., 2018).
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