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Abstrakt

Kolorektalni karcinom (CRC) patii celosvétove k nejcastéjsim
malignitam s pretrvavajici vysokou mortalitou. Z toho diivodu
jsou kladeny vysoké naroky na vyzkum tohoto onemocnéni.
Cilem nasi prace bylo zhodnoceni epidemiologie CRC
v Ceské republice v porovnani se svétem. Zaméfili jsme se na
zhodnoceni nejnovéjsich poznatkil ve screeningu, diagnostice,
zkoumali jsme prognostické faktory a v neposledni fadé
terapeutické moznosti u CRC. Dale jsme podrobnéji popsali
karcinomy produkujici mucin a samotny mucin jako rizikovy
faktor pro prognézu pacientti s CRC.

V experimentalni Casti prace jsme se zabyvali genem mucinu
MUCI13 a osou MUCI13 — miR-4647, které jsou prave spojeny
s horsi progndzou u pacient s CRC.

V nasi praci jsme pouzili vzorky CRC a okolni tkdné bez
karcinomu odebranych od pacientt, ktefi podstoupili
chirurgicky zakrok ve Vseobecné fakultni nemocnici v Praze,
ve Fakultni Thomayerové nemocnici v Praze a ve Fakultni
nemocnici v Plzni. Odbér probéhl v letech 2011 az 2015. Bylo
odebrano 187 vzorkGh od pacienti se sporadickym
kolorektalnim  karcinomem.  Subjekty studie poskytly
informace o svych zivotnich navycich, body mass index
(BMI), cukrovce arodinném ¢i osobnim vyskytu rakoviny
v anamneéze.

Pacienti s kolorektalnim karcinomem s vys$si hladinou exprese
genu MUCI3 v nadorové tkani méli hor$i prognézu a kratsi
preziti v porovnani s pacienty s nizsi hladinou exprese (Gupta,
2012, Chauhan, 2009 a 2012). V experimentu na buné¢nych
liniich jsme stanovili, Ze hladina exprese MUC13 poklesla po
ektopické nadmérné expresi miR-4647 pomoci RT-qPCR.
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Mucindzni tumory v nasi studii exprimovaly MUCI3 s nizsi
intenzitou, v porovnani s adenokarcinomy (25 % vs. 34 %).

In vitro jsme potvrdili, Ze pfi vyS$Sim stupni exprese MUCI3
maji bunky delsi pfezivani a vyS$i schopnost migrace
anaopak, builkky kolorektalniho karcinomu se zvySenou
expresi miR-4647 tvofily vyznamné méné kolonii
a projevovaly nizs$i schopnost migrace. Tato pozorovani
potvrdila, Ze horSi pfezivani pacientd s kolorektalnim
karcinomem muze byt asociovano s genem MUCI 3.

Je zajimavé, Ze jsme pozorovali i vyS$s$i hladiny exprese
miR-4647 v asociaci s hor§$im piezivinim pacienti, coZ je
v rozporu sna$im pozorovanim negativni korelace mezi
hladinami miR-4647 a MUCI3. Zjevné je vliv na progndzu
dalsi studie prokazi ptesnéjsi vztah mezi expresi MUCI3,
stadiem tumoru a prognézou maligniho procesu.

MUCI13 uvolnény z povrchu nadorovych bunék a jeho
hodnoty hladiny v séru upacientdl s gastrointestinalnimi
karcinomy by mohly byt dualezitym diagnostickym
cilem. Vzhledem k uvedenym vysledkim se osa MUCI/3 —
miR-4647 u kolorektalniho karcinomu zda byt velice nad¢jna
s ohledem na nové terapeutické ptistupy. Predpokladame, ze
gen MUCI3 by mohl pfedstavovat signifikantni potencial pro
screening, diagnozu a 1é¢bu rakoviny.



Abstract

Colorectal carcinoma (CRC) is one of the most common
malignancies worldwide with persistently high mortality. As
a consequence, high demands are placed on research into this
disease. The aim of this study was to evaluate the
epidemiology of colorectal carcinoma in the Czech Republic
in comparison with worldwide data. We focused on the
evaluation of the latest findings in screening and diagnosis,
investigated prognostic factors, and also focused on the
therapeutic options of CRC. Furthermore, mucin-producing
carcinomas are described in detail and mucin itself was
confirmed as a risk factor for the prognosis of CRC patients.
The experimental part of the study focused on gene mucin
MUCI13 and the MUCI3 — miR-4647 axis, which is associated
with adverse prognosis in CRC patients.

Samples of CRC and samples of adjacent non-malignant
mucosa tissue were used. The samples were collected from
patients who underwent surgery at the General University
Hospital in Prague, at the Thomayer University Hospital in
Prague and at the University Hospital in Pilsen (Czech
Republic). The collection of samples took place between 2011
and 2015. The total of 187 samples were collected from
patients with sporadic colorectal cancer. The subjects of the
study all provided information on their lifestyle habits, body
mass index (BMI), diabetes, and family or personal history of
cancer.

CRC patients with higher levels of gene MUC!3 expression in
tumor tissue showed a worse prognosis and shorter survival
compared to patients with lower levels of expression (Gupta,
2012, Chauhan, 2009 a 2012,). In a cell line experiment, we
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determined that MUCI3 expression levels decreased after
ectopic overexpression of miR-4647 by RT-qPCR. In the
present study mucinous tumors expressed MUC13 at a lower
level compared to adenocarcinomas (25 % vs. 34 %).

In vitro, we confirmed that higher levels of MUC13 expression
were associated with longer survival and higher migration
ability of the cancer cells, and conversely, colorectal cancer
cells with increased miR-4647 expression formed significantly
fewer colonies and exhibited decreased migration ability.
These observations confirmed that the decreased survival of
CRC patients may be associated with the gene MUCI3 and
with decreased miR-4647 expression. Interestingly, also
higher expression levels of miR-4647 were associated with
shorter patient survival, which is in contrast to our
observations of a negative correlation between miR4647 and
MUCI3 levels. Clearly the effect on prognosis is of a more
complex nature, where other factors may play a role. Further
research should clarify the relationship between MUCI3
expression, tumor stage, and prognosis of the malignant
process.

MUCI13 released from the surface of tumor cells and its serum
levels in patients with gastrointestinal carcinomas may be an
important diagnostic tool. Given these results, the MUCI3 —
miR-4647 axis in colorectal cancer seems very promising with
regards to novel therapeutic approaches. We believe that gene
MUCI3 might have a significant potential for screening,
diagnosis, and treatment of cancer.



1. Uvod

Kolorektalni karcinom (CRC) je nadorové onemocnéni
tlustého stfeva. CRC ptedstavuji zdvazny zdravotni problém
s celosvétovym vyskytem.

V teoretickém tivodu prace jsme se zabyvali incidenci CRC
vCR a ve svété. CRC je v CR dle UZIS druha nejéast&jsi
malignita (UZIS, 2018), celosvétové se jedna o teti nejéastéjsi
malignitu (GCO, 2021). Pfevazuje nalez CRC u muzi mezi
65-79 rokem (Dusek, 2022).

Zkoumali jsme rizikové faktory rozvoje CRC. Podrobnéji jsme
se v dostupné literatufe zaméftili na moznosti screeningovych
vySetfeni, ktera jsme blize popsali. Zabyvali jsme se
stangingem onemocnéni, moznymi onkomarkery a biomarkery
pro stanoveni prognoézy a nejlepSiho terapeutického postupu.
CRC jsme rozdélili podle etiologie jeho vzniku, i dle mista
vzniku. Teorie vzniku CRC jsme podrobné popsali. V zavéru
nasi teoretické Casti jsme se zaméfili na mozné klinické
ptiznaky a terapeutické moznosti u CRC.

Podrobnéji jsme se vénovali mucinim a nadorim produkuji
mucin. Muciny jsou komplexy bunéného povrchu,
glykoproteiny, které¢ jsou vylu¢ovany buiikami epitelu. Funkce
mucinu je chranit a zvlhcovat povrch tkani sliznic ¢i epitelt.
Rodina lidského mucinu (MUC) se skladda z mnoha c¢lent
(MUC1 az MUC21). Vyskytuji se v gastrointestinalnim
a dychacim traktu, ale i uvnitf organd, jako je prs, pankreas,
jatra a jiné (Kufe, 2009).

Nadory secernujici mucin, maji hor$i prognézu. Maji vyssi
rychlost rlstu. Ve vySSim procentu se u nich nachazelo
postizeni lymfatickych uzlin, maji vyS$si metastaticky potencial
a tim padem i niz§i miru pétiletého pieziti (Sasaki, 1987).
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Agresivnéjsi chovani koreluje s mnozstvim mucinézni slozky,
bez ohledu na histologicky stupen diferenciace (Kufe, 2009).
Nachazime je vice u pacientd v niz§im véku a pravé Casti
tracniku (Suma, 1992).

Uloha mucinu v rakovinovych buitkach je pravdépodobné
zvyseni rezistence epitelu a odolnost oproti toxickému
pusobeni latek na povrch tkani. Muciny byly pravé z tohoto
divodu oznaCeny jako markery Spatné progndzy pacienta
(Jonckheere, 2014) a stavaji se tak atraktivnim terapeutickym
cilem u riznych typt rakoviny (Kufe, 2009). Vyzkum se
zabyva vyvojem protilatek, vakcin a 1ékovych inhibitort. Tyto
latky jsou stale ve fazi klinickych vyzkumu (Kufe, 2009).
Nase prace se zabyvala genem mucinu MUCI13. MUCI13 je
mucin bunééného povrchu, ktery je ve vyssi mife nachazen
u nadort kolorekta (Gupta, 2012), ale i u jinych nadorovych
onemocnéni (Chauhan, 2012, Khan, 2014). Ve zdravé tkéni je
tento protein produkovan na apikalni hranici bunééného
epitelu stfeva a jeho produkce se zvySuje jako reakce na
infekci (Sheng, 2011) ¢i zanét (Sheng, 2011). Obsahuje
proteinkinasu C, ktera muze hrat roli v bunécnych
signalizaCnich drahach a regulovat tak proliferaci a prezivani
bun¢k (Chauhan, 2009)

Bylo zjisténo, Ze zvySena cytoplazmaticka exprese MUCI3 je
nachazena u pokrocilého a metastatického CRC. MUCI3
zvySuje aktivitu bunécného faktoru xB (NFxB), ktery tak
pusobi proti apoptoze (Sheng, 2011) a podporuje vznik zanétu
(Williamns, 2001). Molekularni mechanismy zodpovédné za
zvysenou sekreci MUC13 nejsou dobie znamé. Jako jedna
z moznosti je zvazovana deregulace microRNAs (miRNAs),
ktera reguluje mRNA MUCI3. V ptedchozich studiich
vypracovanych na Ustavu experimentalni mediciny AV CR,
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tykajicich se polymorfismu ve vazebnych mistech miRNAs
v mucinovych genech, zjistili signifikantni souvislost mezi
homozygotni  variantou rs1532602 v genu MUCI3
a zvysSujicim se rizikem kolorektalniho karcinomu (Schmith,
2015). Genetickd variace v 3’UTRs cilovych gend mize
ovlivnit miRNA vazby, coz vede k funkéni variabilit¢ mRNA
a expresi proteinll. Pfidatna exprese i funkce miRNA je Casto
pozorovana u kolorektalniho karcinomu.

2. Vymezeni cilii prace a stanoveni hypotézy

2.1. Cile prace

1. VSeobecna charakteristika CRC - v teoretické casti
prace se zabyvame etiologii, screeningem, rizikovymi
a prognostickymi faktory, stagingem, prab&hem
onemocnéni a terapii.

2. Podrobngjsi popis CRC  produkujiciho mucin
a samotného mucinu.

3. Role MUCI3 v nadorové tkani oproti tkani bez tumoru
se zamefenim na jeho vliv na prognézu a celkové
preziti pacientt.

4. Exprese miR-4647 a osy MUCI3 — miR-4647 jako
mozny terapeuticky a prognosticky cil u CRC.

2.1. Hypotéza

V souCasné dobé se vyzkum zaméfuje na zkoumani
nadorovych markerti (biomarkerti, onkomarkerti) karcinomut
amoznost jejich wvyuziti v screeningu, diagnostice, pro
stanoveni prognézy i v terapii karcinomu. MUCI3 a osa
MUCI3 — miR-4647 by mohly predstavovat jeden takovy
slibny marker u CRC s prognostickym a terapeutickym
potencialem.
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3. Material a metodika

Do studie byl pouzit CRC odebrany pacientim v letech 2011
az 2015, kteti podstoupili chirurgicky zakrok ve VSeobecné
fakultni nemocnici v Praze, ve Fakultni Thomayerove
nemocnici v Praze a ve Fakultni nemocnici Plzni. Byly
odebrany vzorky tumoru a okolni tkdn¢ bez tumoru, nasledné
byly vzorky hluboce zmrazeny. VSechny subjekty
s kolorektalni karcinomem byly monitorovany do 31.biezna
2021, bylo u nich sledovano OS.

Sbér dat a vzorkl tkané CRC a okolni tkané bez tumoru byl
provadén i na chirurgické klinice 1. LF UK a Fakultni
Thomayerovy nemocnice. Vzorky tumoru byly pouzity
k experimentu na mySich. Bohuzel ten nemél relevantni
vysledek.

Experimentalni &ast probihala na Ustavu experimentalni
mediciny AV CR pod vedenim MUDr. Pavla Vodi¢ky, CSc.
a Ing. Veroniky Vymetalkové, Ph.D. za mé aktivni ucasti
v jednotlivych fazich experimentu. Histologické zpracovani
vzoru tkani probihalo ve spolupraci s patologii Fakultni
nemocnice v Plzni. Statistickd analyza a zpracovani dat byla
provedena Ing. Vendulou Novosadovou Ph.D. Vysledky
prace byly jiz publikovany (Sojka, 2022).

Genotypovy screening byl provadén soucasné pro tumor
a ptilehlou tkan bez nddoru. Genomova DNA, celkovd RNA
a mRNA byly izolovéany z tkan€ tumoru a z prilehlé tkané bez
tumoru pomoci miRVana isolation kit protocol. Koncentrace
a Cistota RNA byly stanoveny spektrofotometricky. Geneticky
polymorfismus genit v MUCI3 genu rs1532602 byl stanoven
diskrimina¢ni analyzou TaqMan allelic diskrimina¢nim
testem.
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Vtéto studii jsme analyzovali hladinu exprese MUCI3
a miR-4647 pomoci reverzni transkripce (RTr) a qPCR genu
MUCI3. Provedli jsme imunohistochemické stanoveni
proteinu MUCI13. Kvantitativni hodnoceni MUCI3 bylo
provedeno pod mikroskopem.

Byla provedena selekce miRNA. Predpokladé se, ze miR-4647
se vaze na MUCI3 jen v pfitomnosti homozygotniho GG
genotypu 151532602 v MUCI3. Pro detekci miRNA byla
celkova RNA reverzné piepsana do cDNA za uziti soubort
genove specifickych primerd. VSechny vzorky jsme primarné
preamplifikovali za uziti vysoce kvantitativniho ptistroje pro
stanoveni PCR v redlném case Biomark (Fluidigm).
MicroRNA gPCR byla ptfipravena pomoci stejné platformy.
Vybér bunéénych linii kolorektalniho karcinomu byl zalozen
na stupni bazéalni exprese MUCI3 v nékolika liniich
kolorektalniho karcinomu, jako je HCT-116, DLD-1, HT29,
SW480. Nasledné¢ byly bunky transfektovany 24 hodin
10 nmol hsa-miR-4647 (cat. 4464066; Sigma Aldrich,USA).
Efekt silencingu byl verifikovan pomoci qRT-PCR 48 hodin
po transfekci pomoci testu TagMan®Gene Expression Assay
(ThermoFisher Scientific,USA) pro MUC13.

Celkova RNA obsahujici miRNA byla ziskdna z bunéck
pomoci Qiagen miReasy Mini Kit (Qiagen, Germany). cDNA
pro detekci genu MUCI3 po transfekci byla syntetizovana
z 400 ng celkové RNA v 20 pL RTr reakci pomoci High-
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher
Scientific,USA). Exprese MUC13 byla normalizovana na gen
ACTB. Exprese miR-4647 byla méfena pomoci TagMan
MicroRNA Assays na 7500 Real Time PCR System (Thermo
Fisher Scientific, USA).

12



Dale bylo provedeno hodnoceni genotypu MUCI3 pro
rs1532602 v obou bunécnych linii.

Za standartnich podminek DNA sekvenovani bylo provedeno
na ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer (ThermoFisher
Scientific,USA) a vysledky byly vyhodnoceny pomoci
Mutation Surveyor software (Softgenetics, USA).

U testu tvorby kolonii byl pocet kolonii spocitdn manualné.
Testy bunéné migrace byly provedeny po 48 hodinach po
tranfekci pomoci Transwell Permeable Supports 6,5 mm
Insert (Corning  Costar, USA). Integrita plazmatické
membrany byla hodnocena pomoci testu ToxiLight od Lonza
(Basilej, Switzerland).

Statisticka analyza stupné exprese byla provedena pomoci BM
SPSS Statistics 20. Uroveii exprese kazdého vzorku byla
normalizovana pomoci pfedem vybranych referen¢nich gent a
nasledné¢ zprimérovana. Exprese miR-4647 u pacientl
s kolorektalnim karcinomem byla normalizovana s expresi
RNU48. Exprese MUC13 byla normalizovana k ACTB genu.
Cut-off je stanoven dle medianu hodnot, takze hodnoty nad
medianem jsou vys$$i hladiny a pod medianem jsou nizsi.
Vztahy mezi zkoumanymi proménnymi a piezitim byly
zkoumany pomoci Spearmanovy kolerace  vyjadiené
Spearmanovym rho (p). VSechny statistické testy byly
provedeny pomoci log-rank testu a Kaplan-Meierovych graft.
Vsechny statistické testy byly provedeny na 95% hladiné
spolehlivosti p-hodnoty <0,05 a byly povazovany za
statisticky vyznamné.
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4. Vysledky

4.1. Klinicky vyzkum

Exprese genu MUCI3 a miR-4647 byly analyzovany
aporovnany. Celkové MUCI3 amiR-4647 byly v nasi
zkoumané skupiné exprimovany odliSné: vyssi stupenn exprese
MUC13 byl pozorovan ve tkani tumoru ve srovnani s ptilehlou
slizni¢ni tkani. U miR-4647 jsme pozorovali trend opacny, a to
niz§i expresi v nadorové tkani. Negativni korelace mezi
MUCI3 a miR-4647 byla pozorovana v tkéni tumoru
i v prilehlé mukozni tkani. Vyssi stupen exprese miR-4647 byl
pozorovan uzen v porovnadni k muzim. Pacienti, ktefi
neabsolvovali neoadjuvantni chemoterapii, méli hrani¢né nizsi
hladinu  exprese miR-4647 vporovnani s pacienty
po neoadjuvantni chemoterapii. Sledovali jsme, ze vyssi
stupeit exprese MUCI3 a miR-4647 je spojen s horsi
progndzou a prezitim. Pfedpokladame, ze v silico je miR-4647
vazéna na rs1532602 v MUCI3 genu u homozygotnimu GG
genotypu. AvsSak v pfitomnosti varianty homozygotniho AA
genotypu se miR-4647 na gen MUCI3 nevaze. Nedavno bylo
publikovano, ze varianta homozygotniho AA genotypu
rs1532602 v miRNA ve vazebném misté MUCI3 je spojena s
niz§im rizikem vzniku kolorektalniho karcinomu (Sheng,
2017). Je zajimavé, Ze pacienti nesouci homozygotni GG
genotyp 151532602 v MUC13 spolu s vyssi stupném miR-4647
vykazovali horsi OS.

Dale jsme pozorovali vyssi intenzitu exprese MUC13 v tkani
narodu pii porovnani s okolni tkéni bez nddoru (32,57 %
versus 5,04 %). Mucindzni tumory exprimovaly MUCI13
sniz§i intenzitou nez adenokarcinomy bez mucindzni
komponenty dle intenzity barveni (25 % vs. 34 %).
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4.2. Vyzkum zaloZeny na bunéénych liniich

K analyze efektu miR-4647 na bunécnou migraci a tvorbu
kolonii jsme nejprve optimalizovali proces transfekce
odpovidajiciho miR-4647 prekurzorim. Zaznamenali jsme
signifikantné vyssi hladiny tumorsupresorové miR-4647. Ve
vetsing piipadd byl nejvyznamngjsi t€inek zaznamenam po
24 hodinach od transfekce.

Pro dalsi zkouméani osy MUCI3 — miR-4647, linie bunck
kolorektalniho karcinomu byly transfekovany s miR-4647
k detekci hladin mRNA MUCI3 a proteinové exprese. NaSe
data odhalila, ze nadmérna exprese miR-4647 inhibovala
MUCI13 mRNA expresi ve srovnani s negativnimi kontrolami
v HCT-116 a DLD-1 bunkédch. Pozorovali jsme, Ze up-
regulatni  exprese miR-4647  neovlivnila  bunécnou
homeostatickou sit’. Pro stanoveni efektu u¢inku miRNA na
preziti bun€k byla hodnocena zavislost riistu pomoci testu
tvorby kolonii. Po 12 dnech, bunky HCT-116 a DLD-I1
transfekované pomoci testované miR-4647 tvorily vyznamné
mén¢ kolonii nez bunky transfekované pomoci kontrolnich
oligonukleotidu.

Ke zkoumani tuc¢inkii miR-4647 na invazivni chovani
rakovinovych bunék byl pouzit migrace. Schopnost migrace
bun¢k CRC po transfekci pomoci miR-4647 byla redukovana
u obou bunéénych linii. Abychom zjistili, jak snizena hladina
MUCI13 ovliviyje chovani bungk kolorektalniho karcinomu,
umlceli jsme MUC13 pomoci siRNA v buitkaich HCT-116.
Nizsi stupen exprese MUC13 jsme potvrdili potlatenim tvorby
kolonii (33% snizeni, p=0,02) a bunécné migrace (64%
snizeni, p=0,34 D0003). Tento tc¢inek byl také pozorovan po
umélé nadmérné expresi miR-4647, tato data mohou
poukazovat na roli MUC13 v buiikach CRC.
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5. Diskuse

Nedavno bylo zjisténo, ze homozygotni varianta genotypu AA
rs 1532602 ve vazebném misté pro miRNA genu MUCI3 byla
spojena s niz§im rizikem vzniku CRC. Bylo zji§téno, ze
mucin6zni kolorektalni karcinomy jsou spojeny s kratsi dobou
preziti a vys§im stddiem TNM klasifikace pfi stanoveni
diagndzy. V ptredklddané disertacni préaci jsme analyzovali in
silico predikovanou osu MUCI3 — miR-4647 a poukazali na
asociaci jejich rozdilné exprese v pfeziti pacientd.

Nejprve jsme potvrdili, Ze exprese MUCI3 poklesla po uméle
navozeném navyseni exprese miR-4647 v bunkach pomoci
RT-gPCR. Dale jsme pozorovali snizenou expresi miR-4647
v lidské tkani CRC v porovnani s okolni zdravou tkani,
zatimco bylo zjiSténo, ze MUCI3 je zvySené exprimovan
v nadorech kolorektalniho karcinomu.

Nasim hlavnim vysledkem je pozorovani vyssi expresni
hladiny MUCI3 ve spojeni s hor$im piezivanim pacientti
s CRC. Tato zjisténi byla také potvrzena na funk¢nich testech
in vitro, kde bunky s nizsi expresni hladinou MUCI3 mély
nizsi schopnost tvorby kolonii. Kromé toho buiiky CRC se
zvySenou expresi miR-4647 tvofily vyznamné méné kolonii
a projevovaly niz$i schopnost migrace. Predpoklada se, ze
miR-4647 se vaze alelu G na polymorfnim sekvencnim miste
rs1532602 genu MUCI3. Tato pozorovani zjistila, ze horsi
prezivani bun¢k s CRC mulze byt asociovano s genem
MUCI3, a ne zvySenou sekreci miR-4647. Vys$si stupen
exprese miR-4647 v CRC byl zaroven spojen s krat$im
prezivanim u pacientt s homozygotnim GG genotypem
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vyssiho stupné exprese miR-4647 na pieziti pacientl, ktery
nebyl doposud analyzovan dle dostupné literatury.

Ptitomnost SNP by také mohla pfispét k rozdilnym interakcim
miRNAs, které se vazi na tuto oblast. Tato skute¢nost muize
mit efekt na posttranskripéni regulace zprostiedkované
jednotlivymi SNP. Z toho divodu nemizeme v soucasné dobé
vyloucit, Ze pozorované klinické fenotypy mohou byt
vysledkem riznych kombinaci miRNAs navazujici
na nékterou z predpokladanych ~ SNP.  Navic  nedavné
vyzkumy naznacuji, Ze genové variace v jinych oblastech nez
3’UTR mohou také ovlivnit vazbu miRNAs.

Je zajimavé, Ze jsme pozorovali vyssi hladiny exprese
miR-4647 v asociaci s hor§$im piezivinim pacienti s CRC.
Tato kontroverzni asociace snaSimi udaji by méla byt
zvazovana opatrn€. Jednou z hypotéz by mohla byt skutecnost,
ze podle Targetscanu, je dalSim cilem miR-4647 tumor
nekrotizujiciho faktor, ktery hraje dilezitou roli v homeostaze
B bunék, procesech imunitniho systému a signalizacni cesté
atd. MiRNAs pracuji spfesnym nastavenim translace
prostfednictvim  specifickych vazeb mRNA. Negativni
regulace exprese genu TNFRSF13C prostfednictvim miR-4647
inhibuje jeho translaci a zplsobuje degradaci cilové mRNA.
Spojeni horSiho pfeziti pacientd s vyS$im stupném exprese
miR-4647 by takto mohlo byt vysvétleno. Sheng a kol.
pozorovali, ze MUCI13 podporuje tvorbu TNF zpiisobenou
NF-«B aktivaci za pomoci TNFR1 a E3 ligazy, coz zvysuje
ubiquitinaci RIPK1 (2013).

Pacienti nesouci homozygotni genotyp GG pro 151532602
v MUCI3 spolu svyS$imi hladinami miR-4647 vSak
vykazovali hor$i OS. To by mohlo vysvétlit pozorovani
vyssich hladin exprese miR-4647 a horsiho pfeziti pacientu.
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V nadorové tkani byla pozorovana vyssi intenzita exprese
MUCI13 v porovnani s jeji pfilehlou nenadorovou tkani. Na
druhou stranu v na$i studii mucindézni tumory exprimovaly
v porovnani s adenokarcinomy (25 % vs. 34 %). Ve vyse
uvedené studii jsme pozorovali vyss§i expresi MUCI3
u tumorti v porovnani s pfilehlou nenddorovou tkani stfeva.
Dalsi studie prokazi ptesn€jsi vztah mezi expresi MUCI13,
stadiem tumoru a prognézou maligniho procesu.

Deregulace exprese MUCI3 byla pozorovana u karcinomt
vajecniku, slinivky bfisni, zaludku a kolorektalniho karcinomu
(Gupta, 2012, Chauhan, 2012). Potvrdili jsme, ze pacienti
s CRC s vys$$im stupném exprese MUCI3 v nadorové tkani
maji horsi prognozu a kratsi preziti v porovnani s pacienty
snizSim stupném exprese. Tato pozorovani souhlasi se
studiemi Grupta a kol. (2012, 2014). MUC13 mRNA byla také
identifikovana v krvi pacientl s kolorektalnim karcinomem,
avSak MUCI3 mRNA byla také detekovana v krvi zdravych
jedincu (Lauriola, 2010). Sheng a kol. pozorovali, ze MUC13
by mohl chranit epitelidlni bunky tlustého stfeva pred
apoptozou (2017) a to pomoci cileni MUCI3 a MUCI3
regulované drahy, které senzibilizujici rakovinové buiky
k smrti aztoho divodu by tato signalizatni draha mohla
predstavovat slibny cil k 1é¢bé rakoviny (Williams, 2001).
Chauchan a kol. prokazali, Zze exprese MUC13 zvysila expresi
HER2 u rlznych typt bunécnych linii a Ze zablokovani
MUCI13 vedlo k snizeni exprese HER2 (2012). HER2 se
sSiroce podileji na vzniku rakoviny u lidi (Settleman, 2015)
aovliviluji  patogenezi karcinomid (Chaturvedi, 2015).
Vyzkumy vSak naznacuji, Ze aktivace ErbB receptort by
mohla byt potencovana proteiny, jako jsou MUCI a MUC4
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(Chaturvedi, 2008). Exprese MUC13 na povrchu bunék CRC
muze také ovlivnit rOstové charakteristiky tumoru
prostfednictvi interakci s receptory rustového faktoru c-erbB,
modulaci adheze a interferaci pomoci rozpoznavani imunitnim
systtmem. MUCI3 na nddorovych bunkédch pravdépodobné
interaguje s endotelidlnimi ligandy béhem metastazovani
(Williams, 2001). MUC13 uvolnovany z povrchu nadorovych
bunek by mohl byt dilezitym diagnostickym cilem ke zjisténi
jeho hladin v séru pacientti s gastrointestinalnimu karcinomy.
V praxi existuje vyznamna klinickd potfeba identifikovat
biomarkery, které by odhalily casné faze CRC. Takovéto
markery by mohly hrat pfidatnou roli v detekci CRC
a stanoveni spravného typu chemoterapie a pfipadné i moznost
monitorace odpovédi na 1écbu. Soucasné pii vyzkumu
identifikace biomarkert je cil vyvijet i zajistit nové a presnéjsi
cile terapie.

MiRNA ovlivitluje nejen rizné biologické procesy, ale i se
podili na procesu progrese a metastazovani u lidské rakoviny
(Detassis, 2017). Deregulace miRNA je asociovana s mnoha
typy onemocnéni. Tato zjisténi vedla k rozvoji vyzkumu, ktery
by umoznil 1éebny zasah a ovlivnéni této regulacni cesty,
jako novy terapeuticky cil. Nedavno dosahlo jiz nékolik
terapeutik ovliviiujici miRNA klinického vyvoje (Rapaimoole,
2017). V souladu s vyse uvedenymi poznatky v nasi studii
miR-4647 potlacoval rlst in vitro.

U zen byly pozorovany vyznamné vyssi hladiny exprese miR-
4647 ve srovnani s muzi. Pacienti muzského a Zenského
pohlavi maji rizné endokrinni pozadi. Lze pfedpokladat, ze
zmeény pozorované v hladinach exprese miR-4647 by tedy
mohly souviset s pohlavim pacientti, namisto MUC13 nebo
CRC.
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6. Zavér

Tato studie se zabyvala in silico predikovanou osou MUCI3 —
miR-4647 u kolorektalniho karcinomu. Nase data prezentovala
zéasadni roli MUC13 na ptezivani pacientil a tim padem se osa
MUCI3 — miR-4647 zda byt velice nadéjna s ohledem na nové
terapeutické pfistupy. Potvrdili jsme, Ze stupen exprese
MUCI3 poklesl po uméle navozené navySené expresi
miR-4647 pomoci RT-qPCR. Dale jsme pozorovali sniZzenou
expresi miR-4647 u lidské tkané kolorektalniho karcinomu
v porovnani s okolni zdravou tkéni bez tumoru a zvySeni
exprese MUC13 u kolorektalniho karcinomu. Naopak pii nizsi
expresi MUCI3 méli pacienti s CRC delsi pfezivani. Dale
jsme dokazali, zebunky kolorektalniho karcinomu se
zvysenou expresi miR-4647 tvofi vyznamné méné kolonii
a projevuji niz8i schopnost migrace. Tato pozorovani zjistila,
Ze horsi prezivani pacientil s kolorektalnim karcinomem muze
byt asociovano s genem MUCI3 a se snizenou expresi
miR-4647. Timto bychom mohli potvrdit nasi hypotézu, ale
k detailn€jSimu pochopeni dané problematiky bude potieba
dalsiho zkoumani.

MUCI13 uvolnény z povrchu nadorovych bun¢k by mohl byt
dilezitym diagnostickym cilem ke zjisténi jeho hladin v séru
pacientll s gastrointestinalnimu karcinomy.

Existuje ditkaz, Ze miRNA SNP mohou hrat zasadni roli pfi
predpovidani rizika rakoviny, odpovédi na 1é¢bu a vysledku.
Pochopeni faktorti piispivajicich k riziku rakoviny mize
predstavovat silny nastroj do budoucna pro klinické Iékate
a genetické poradce, stejné jako pro prohlubovani naseho
chapani biologie rakoviny. Pokud by byla identifikovana jedna
rizikova alela nebo signatura alel, mohli by klinicti 1ékati
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Castéjsi a intenzivngj$i screening nebo jeS$t€¢ prisnéjsi
preventivni opatfeni v nadéji, ze zabrani nemoci nebo ji
zachyti diive v l1éCitelném stadiu. Také je zajimavé, ze jelikoz
jsou miRNA stimulovany vné€jSimi podnéty, bylo by mozné
pacienty s takovymi SNP poucit o Upraveé faktorii Zivotniho
stylu, aby se udrzela homeostaza jejich zdédénych rozdilu.
Tato cesta aktivniho vyzkumu se mize ukazat jako
nejslibnéjsi.

Vzhledem k uvedenym vysledkim se osa MUCI3 — miR-4647
u kolorektalniho karcinomu zda byt velice nadéjna s ohledem
na nové terapeutické pristupy. Predpokladame, ze MUCI13 by
mohl predstavovat signifikantni potencidl pro screening,
diagno6zu a 1é¢bu rakoviny.
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