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Abstrakt

Vychodiska: Kolorektalni karcinom (CRC) je nejéastéjsim zhoubnym nadorem
v souctu u obou pohlavi v CR. Prognostické faktory mizeme 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 onkogenu a nadorovych
supresorl. Regulacni 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 lécby a posoudit roli novych faktor(, véetné miRNA.

Metody: Vlastni vysledky a soubor publikovanych praci je rozdélen do 4
okruh: klinické prace zamérené na cilenou lécbu kolorektalniho karcinomu,
plGvodni prace zamérené na roli miRNA v patogenezi kolorektalniho
karcinomu a zejména jako prognostického a prediktivniho markeru, prace
zamérené na funkéni polymorfismy gent opravujicich chyby DNA ve vztahu
ke CRC a prehledovy ¢lanek shrnujici biochemické faktory ovliviujici efekt
cytostatik ze skupiny fluoropyrimidint v [écbé CRC.

Vysledky: V pracich a publikacich jsme identifikovali miRNA z klastru miR-
17/92, které predstavuji neinvazivni biomarker pro predikci progndzy po
[écbé u pacientl s nadory rekta s vys$sim rizikem relapsu. U polymorfismu ve
vazebném mistu miRSNPs rs8679 byla nalezena asociace s rizikem CRC a
prezivanim pacient(l. Vybrané polymorfismy v genech opravujici DNA (REV3L,
POLQ a NEIL3) byly identifikovany jako prediktivni faktory pro preZiti
pacientd.

Zaveér: lyzkum miRNA jako biomarkeru pro vznik a pribéh CRC je slibnou
cestou k rozsiteni a zpfesnéni uréovani progndzy pacientl s CRC a k vybéru

optimalni 1é¢ebné strategie.

Kliéova 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 (e.g. stage at the time of diagnosis, histological type of
tumor), genetic (e.g. RAS, BRAF status), immunological (Immunoscore), and
biochemical (e.g. CEA, CA 19-9, miRNA levels). 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 parameters,
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



1. Uvod

Kolorektalni karcinom (CRC) patfi mezi hlavni pfi¢iny umrti souvisejicich

s nddorovymi onemocnénimi na celém svété (1). CRC je jednou z hlavnich
pricin morbidity a mortality s pfiblizné 1,8 milionu novych pfipadd na celém
svété v roce 2018. CRC je nejcastéjsi druhou pfi¢inou umrtnosti na nadorova
onemocnéni, kterd v roce 2018 odpovida za 880 000 umrti. Mortalita v
poslednich nékolika letech v rozvinutych zemich mirné klesa (2).

Regulace zprostfedkovana miRNA mad zasadni vliv na bunéénou integritu. Ridi
zakladni biologické procesy, jako je apoptdza, bunécné proliferace,
diferenciace, angiogeneze a invaze (3,4). V této souvislosti jsou miRNA
rozsahle studovany ve vztahu k nadortim a jejich specifické profily exprese
byly spojené s riznymi typy malignit, véetné CRC (5-8).

Cilem prace je prezentovat prehled problematiky a vlastni vysledky v oblasti
vyzkumu mikroRNA (miRNA) genl v patogenezi kolorektalniho karcinomu.

V Uvodu se vénuji epidemiologii, progndze a |écbé kolorektalniho karcinomu,
prognostickym faktortm (klinickym, genetickym a biochemickym). Pak jsem
se zaméfila na shrnuti poznatk( 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 vyuZziti miRNA ve vztahu k odhadu
progndzy pacient(l. Jedna se o multidisciplindrni problematiku, kde je nutnd
kombinace konvenénich klinickych prognostickych parametr( s novymi
potencialnimi 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 lIze pfistupovat jako k solubilnimu markeru nador( v periferni krvi,
ktery predikuje progndzu nddorového onemocnéni a odpovéd na
systémovou lécbu, a také jako k reguldtoru klicovych déjl karcinogeneze.



V této praci jsme zkoumali vSechny uvedené aspekty u kolorektdlniho
karcinomu.

2. Hypotézy a cile prace

1. Vyhodnotit vyznam prognostickych a prediktivnich faktord u pacientt
s metastatickym kolorektalnim karcinomem lécenych cilenou Ié¢bou.

2. Vyhodnotit prognosticky vyznam miRNA a jejich vazebnych mist u
pacientd s CRC, vcetné moiného vyuZiti neinvazivnich molekularnich
markerd pro ¢asnou detekci CRC a véasné odhaleni recidivy CRC a odhad
progndézy nemocnych s metastatickym nemocnénim.

3. Vyhodnotit vyznam polymorfisml v genech opravujicich chyby DNA pro
vznik a prtibéh CRC.

3. Vlastni vysledky — soubor publikovanych praci
Vlastni vysledky vyzkumu a pfislusna diskuse jsou shrnuty v pfilozenych
publikacich. Popis pouzitych experimentdlnich metod, véetné statistickych je

uveden v jednotlivych publikovanych pracich.

Uvedeny impact factor (IF) ¢lankd je podle Web of Science, pristup 19.1.2020,
posledni uvedend hodnota pro pfislusny ¢asopis (tj. za rok 2018).

Predklddané publikace jsou rozdélené do étyf okruha:

A. Puvodni klinické prace zamérené na cilenou lécbu kolorektalniho
karcinomu

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



C. Pavodni prace zamérena na funkéni polymorfismy genti
opravujicich chyby DNA ve vztahu ke kolorektalnimu karcinomu

D. Prehledovy clanek shrnujici biochemické faktory ovliviujici efekt
cytostatik ze skupiny fluoropyrimidina v 1éébé kolorektalniho
karcinomu

Pavodni klinické prace zamérené na cilenou lécbu kolorektalniho karcinomu

1)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 monoklondlnich protilatek proti receptoru epidermalniho rlistového
faktoru (anti-EGFR Abs) k chemoterapii metastatického kolorektalniho
karcinomu (mCRC) je béZné opoZdéno v realné klinické praxi, obvykle z
dlvodu pozdnich vysledk( RAS mutace.

Cilem bylo stanovit, zda opozdéné pridani anti-EGFR monoklonalnich
protilatek aZ do ctvrtého cyklu chemoterapie negativné ovlivnilo vysledky
pacientd s metastatickym CRC lé¢enych reZimy prvni linie.

Klinické udaje u pacientu s histologicky ovéfenym mCRC RAS-divokého typu
[éCenych rezimy prvni linie systémové terapie obsahujici anti-EGFR
monoklonalni protilatky byly retrospektivné analyzovany z narodni databaze.
Pacienti byli rozdéleni do tti skupin podle nacasovani pfidani anti-EGFR mAbs
k zakladni chemoterapii. Kohorta A (n = 401) zahrnovala pacienty, u kterych
byly anti-EGFR mAb pfidany 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 ctvrtém cyklu.



336 ( 58,6% ) pacientl dostalo panitumumab a 237 (41,4%) pacientd 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 pacientl IéCenych anti-
EGFR mAbs pfidanymi 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% Cl 9,1-10,3) a nedosahla
se pro skupinu B ve srovnani s 11,5 (95% Cl 9,8-13,2) a 37,9 mésicli (95% Cl
28,6—47,3) pro skupinu C.

Zavérem prace je, Ze opozdéné pridani anti-EGFR mAb k chemoterapii prvni
linie nebylo spojeno s horsim prezitim nebo odpovédi na terapii.

2)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.5183093. IF
2.243

Ackoli se inhibitory vaskularniho endotelidlniho rlistového faktoru a
inhibitory receptoru epidermalniho rlistového faktoru (EGFRi) bézné pouZivaji
k |é¢bé metastazujiciho kolorektalniho karcinomu (mCRC), v soucasné dobé
neni optimalni sekvenovani téchto latek jasné.

Narodni registr cilenych terapii byl pouZit k analyze vychozich charakteristik a
vysledk( pacientll se stavem mCRC a divokého typu KRAS exon 2, ktefi
dostdvali bevacizumab a EGFRi (cetuximab nebo panitumumab) jako soucast
[é€by prvni a druhé linie v obou sekvencich.

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

Tato retrospektivni analyza Udaji z redlného svéta u pacientd s mCRC
divokého typu KRAS exon 2 mCRC neprokdzala Zzadné rozdily v OS mezi
kohortami I[é¢enymi bevacizumabem = EGFRi vs. reverzni sekvenci, zatimco
kombinovany PFS upfednostfioval sekvenci bevacizumab - EGFRI.

Plavodni prace zamérené na roli miRNA v patogenezi kolorektdlniho
karcinomu a zejména jako prognostického a prediktivniho markeru

1)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

MicroRNA profily pfedstavuji slibné zdroje nddorovych biomarker(. MiRNA
jsou specifické pro urdity typ nadoru a pro podskupiny pacientl s odlisShou
odpovédi na lécbu. Tento potencial miRNA nebyl zatim nebyl uspokojivé
prozkouman u nadord rekta. Cilem studie bylo najit specifické miRNA

s klinicko-terapeutickym vyznamem pro nadory rekta. Exprese 2555 miRNA
byla zkoumana ve 20 parech vzork(l tkané nador( rekta a nemaligni tkané 3D-
Gene Toray microarray. Kandidatni miRNA byly ovéfovany na nezavislé
kohorté 100 pard nadorové rektalni tkané a v plasmé a exosomy u 100
pacientl s nadorem rekta. Pro studium asociace profilu miRNA s [écebnymi
vysledky byly vzorky plazmy odebirdany opakované po dobu 1 roku, aby se
ukazdla i reakce pacientl na lécbu. Nakonec byly nejvyznamné;jsi miRNA
zkoumany in vitro, jak ovliviiuji bunécny rust. Identifikovali jsme specificky
miRNA podpis pro karcinom rekta, ktery odliSuje respondenty od pacient(
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 bunécnych liniich
karcinomu rekta stimulovala buné¢nou proliferaci. Vysetieni téchto miRNA v
plazmatickych exozomech ukazalo, Ze se jejich hladiny liSily mezi pacienty
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s rektalnim karcinomem a zdravymi kontrolami a korelovaly s Ié¢ebnou
odpovédi pacienta. MiRNA z klastru miR-17/92 predstavuji neinvazivni
biomarker pro predikci progndzy po lé¢bé u pacientl s nadory rekta.

2)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 casto 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, cozZ vede k diferencialni expresi mRNA / proteinu a
zvySené nachylnosti k béZnym onemocnénim. Pro zkoumdani tohoto
fenoménu jsme vytéZili 3’ netranslatované oblasti (3'UTR) gend, o nichZ je
znamo, Ze jsou ¢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, s227091, rs4585 v ATM;
rs712,rs1137282, rs4585 v ATM; rs712, rs1137282, rs61764370 v KRAS;
rs8674 v PARP1 a rs16950113 v SMAD7) byly testovany v souvislosti s rizikem
CRC v case-contol studii (1111 pfipadl a 1469 zdravych kontrol) od zafi 2003
do kvétna 2012. Uloha téchto miRSNP byla také zkoumana ve vztahu ke
klinickym vysledk{im na podskupiné pacient(l (n=866).

rs8679 v ramci PARP1 byl asociovan s rizikem CRC a odliSnym prezivanim
pacientl. V dominantnim modelu méli nosici alespon 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 sanci (OR) = 0,65, 95% intervaly spolehlivosti (Cl)
0,43-1,00, P = 0,05), zatimco jedinci s karcinomem tlustého streva s
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heterozygotnim genotypem GT vykazovali delsi celkové preziti (OS) (P = 0,04).
Poskytujeme prvni dikaz, 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.

3)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 nadorovému
bujeni, ucinnost chemoterapie a preZiti pacientd. V této studii jsme
analyzovali asociaci jednonukleotidovych polymorfism( v predpokladanych
cilovych mistech miRNA (miRSNP) mucinovych genu s rizikem vzniku
kolorektdlniho karcinomu (CRC) a posuzovali jsme i klinické vysledky u
pacientd. Tfindct miRSNP v 9 genech bylo hodnoceno v 1111 ptipadech 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):
pomér 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 vyrazné;jsi po stratifikaci mista nadoru (u
pacientd s karcinomem tlustého streva, OS: HR 2,63; 95% Cl 1,69-4,10; P
<0,0001 a EFS: HR 2,65; 95% Cl 1,72—4,07; P <0,0001). Naproti tomu pfipady
karcinomu rekta nesouci genotyp CC rs4729655 v MUC17 vykazovaly delsi
preziti (0OS: 0,27; 95% Cl 0,14-0,54; P = 0,0002) nez ty s nejbéznéjsim
genotypem. Pokud je ndm zndmo, 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.
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Plvodni prace zamérend na funkcni polymorfismy genl opravujicich chyby
DNA ve vztahu ke kolorektdlnimu karcinomu

Jiraskova K, Hughes DJ, 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 pfi samotném vzniku CRC, tak i pfi odpovédi
CRC na lécbu. Zména v jediném nukleotidu zapficini zaménu aminokyseliny

v proteinu a miZe zménit Ucinnost oprav DNA u vzniku CRC a u odpovédi na
klinickou terapii. Provedli jsme vybér kandidatnich gen(, abychom u nich
analyzovali spojeni nesynonymnich jednonukleotidovych polymorfismi
(nsSNPs) v genech, které se Ucastni hlavnich drah pfi opravach DNA u pfi
vzniku CRC a u rozdili ve vysledcich l1éCby. Nase kandidatni polymorfismy byly
vybrdny podle prednich genomickych a funkénich predikénich databazi.
Sestndct nsSNP ve 12 genech opravujich DNA bylo vyhodnoceno

ve zkoumané kohorté pacientd z Ceské republiky (1832 piipadtia 1172
kontrol) a v rakouské replikacni kohorté (950 pripadd a 820 kontrol).
Pozorovali jsme nékolik signifikantnich asociaci v riznych nsSNP ve spojeni

s prezitim a klinickymi vysledky v Cox regresni analyze v obou kohortdach.
Nicméné jen nékteré geny (REV3L, POLQ a NEIL3) byly uréeny jako predikéni
faktory v klasifikacni a regresni tree analyze a ukazdly se jako velmi vyznamné
v preZiti pacientl. 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 l1écby.

Pfehledovy ¢lanek shrnujici biochemické faktory ovliviujici efekt cytostatik ze
skupiny fluoropyrimidind v 1é¢bé kolorektalniho 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
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5-fluorouracil (5-FU) je zakladni sloZzkou systémové chemoterapie pro
kolorektalni karcinom (CRC) v paliativni i adjuvantni terapii. V poslednich
Ctyrech 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 nizka a prospéch pacientl z terapie zalozené
na 5-FU je ¢asto ohrozen rozvojem chemorezistence. Interindividualni rozdily
v léCebné odpovédi u pacientld s CRC mohou vznikat v jedinecném
genetickém a epigenetickém sloZeni kazdého jednotlivce. Kritickym prvkem
soucasného trendu personalizované mediciny je spradvné pochopeni pficin a
mechanism pfispivajicich k nizké nebo nedostatecné citlivosti nddorové
tkané k terapii zaloZené na 5-FU. Identifikace a validace prediktivnich
biomarker( pro stavajici a nové cilené terapie zaloZzené na 5-FU pro lé¢bu CRC
pravdépodobné v budoucnosti zlepsi vysledky pacient(. Zde uvadime
komplexni ptehled shrnujici moZnosti [écby CRC a mechanismy pUsobeni 5-FU
na molekularni Urovni, véetné anabolickych i katabolickych zplsoba. Hlavni
Cast tohoto prehledu zahrnuje v souc¢asnosti zndmé molekularni mechanismy,
které jsou zakladem chemorezistence u pacientd s CRC. Zamérujeme se také
na rdzna proléciva 5-FU vyvinuta za Ucelem zvySeni mnoZstvi cirkulujicich 5-
FU a omezeni toxicity. Nakonec navrhujeme budouci sméry personalizované
terapie CRC podle nejnovéjsich publikovanych dikaz(.

4. Zavér a zhodnoceni cil( a hypotéz prace

1. Vyznam prognostickych a prediktivnich faktorG u pacientl
s metastatickym kolorektalnim karcinomem lécenych 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 primarnich vlastnosti
nemoci. V klinické praxi béZné pouzivané parametry jako stadium podle TNM
nebo rozsah metastatického postizeni Ize povazovat za sekundarni, protoze
jsou podminény molekuldrnimi vlastnostmi nddoru a faktory spojenymi
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s hostitelem.

V praci zkoumaijici sekvenci cilenych 1€k u pacientd s mCRC Coxova analyza
proporciondlniho rizika ukazala, Ze sekvence bevacizumabu - EGFRi by
mohla byt lepsi, neZ sekvence opacna (trend hranicici se statistickou
vyznamnosti). Multivariacni Coxova analyza dale ukazala, Ze muzské pohlavi,
primarni nador v levé ¢asti tlustého streva, stadium MO v dobé prvni diagndzy
nadoru a pouZiti chemoterapie FOLFOX v prvni linii byly nezavislymi
pfiznivymi prognostickymi faktory pro celkové preziti (9).

V praci hodnotici nacasovdni zahdjeni cilené Iécby u nemocnych s mCRC
multivariacni CoxUv proporciondlni rizikovy model odhalil hrani¢né
signifikantni vyhodu pozdéjsiho zahdjeni cilené lécby 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
[évém tlustém stfevé) a rezim chemoterapie byly vyznamné spojeny
s celkovym prezitim (10).

2. Prognosticky vyznam miRNA a jejich vazebnych mist u pacientti s CRC

Podafilo se nam identifikovat specificky miRNA podpis pro karcinom rekta,
ktery odliSuje respondenty od pacientd nereagujicich na adjuvantni
chemoterapii. Prevazujici ¢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 vy$sim rizikem relapsu tumoru a jejich
nadmérnd exprese v bunécnych liniich karcinomu rekta stimulovala
bunéénou proliferaci. Vysetfeni téchto miRNA v plazmatickych exozomech
ukazalo, Ze se jejich hladiny lisily mezi pacienty s karcinomem rekta a
zdravymi kontrolami a korelovaly s Ié¢ebnou odpovédi pacienta. MiRNA z
klastru miR-17/92 predstavuji neinvazivni biomarker pro predikci progndzy
po lé¢bé u pacient( s nadory rekta (3).

V translaéni studii jsme publikovali prvni dlkaz, Ze variace v potencidlnich
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
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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
jedincl s karcinomem kolon heterozygotni genotyp GT byla spojena s delSim
celkovym prezitim (11).

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 pfeziti a vyssi riziko recidivy ve
srovnani s TT nosici. Pacienti s karcinomem rekta nesouci genotyp CC
rs4729655 v MUC17 vykazovali delsi preziti nez jedinci s béZnym genotypem
(12).

3. Prognosticky vyznam polymorfisml v genech opravujicich chyby DNA

Pozorovali jsme nékolik signifikantnich asociaci v riznych 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 pacientl
(23).
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