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Abstrakt

Kolorektalni karcinom (CRC) patfi celosvétove k nejcastéjsim malignitam s pretrvavajici
vysokou mortalitou. Z toho diivodu jsou kladeny vysoké naroky na vyzkum tohoto
onemocnéni. Cilem nasi prace bylo zhodnoceni epidemiologic CRC v Ceské republice v
porovnani se svétem. Zameétili jsme se na zhodnoceni nejnovejsich poznatkli ve screeningu,
diagnostice, zkoumali jsme prognostické faktory a v neposledni fad¢ terapeutické moznosti
u CRC. Dile jsme podrobnéji popsali karcinomy produkujici mucin a samotny mucin, jako

rizikovy faktor pro prognézu pacienti s CRC.

V experimentalni ¢asti prace jsme se zabyvali genem mucinu MUCI3 a osou

MUCI3 - miR-4647, které jsou pravé spojeny s horsi prognézou u pacientit s CRC.

V nasi praci jsme pouzili vzorky CRC a okolni tkdn¢ bez karcinomu odebranych od pacientt,
ktefi podstoupili chirurgicky zdkrok 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 vzorkl od pacientd se sporadickym kolorektalnim
karcinomem. Subjekty studie poskytly informace o svych zivotnich navycich, body mass

index (BMI), cukrovce a rodinném ¢i osobnim vyskytu rakoviny v anamnéze.

Pacienti s kolorektalnim karcinomem s vys$si hladinou exprese genu MUC!I3 v nédorové
tkani méli horsi progndzu a kratsi preZiti v porovnani s pacienty s niZzsi hladinou exprese
(Gupta, 2012, Chauhan, 2009 a 2012, Shimamura, 2005, Walsh, 2007). V experimentu
na bunéénych liniich jsme stanovili, Ze hladina exprese MUCI3 poklesla po ektopické

nadmérné expresi miR-4647 pomoci RT-qPCR. Mucindézni tumory v naSi studii

cvwr

In vitro jsme potvrdili, Ze pfi vyS§Sim stupni exprese MUCI3 maji bunky delsi prezivani
a vys$si schopnost migrace a naopak, buiiky kolorektalniho karcinomu se zvySenou expresi
miR-4647 tvotily vyznamné méné kolonii a projevovaly niz$i schopnost migrace. Tato
pozorovani potvrdila, Ze hor$i pfezivani pacientl s kolorektalnim karcinomem muze byt
asociovano s genem MUCI3. Je zajimavé, Ze jsme pozorovali 1 vyS$$i hladiny exprese
miR-4647 v asociaci s hor§im pfezivanim pacientli, coz je v rozporu s nas§im pozorovanim
negativni korelace mezi hladinami miR-4647 a MUCI3. Zjevné je vliv na progndzu

vvvvvv

vztah mezi expresi MUC1 3, stadiem tumoru a prognozou maligniho procesu.



MUCI13 uvolnény z povrchu nadorovych bun¢k a jeho hodnoty hladiny v séru u pacientti
s gastrointestinalnimi karcinomy by mohly byt dilezitym diagnostickym cilem. Vzhledem
k uvedenym vysledkiim se osa MUCI3 — miR-4647 u kolorektalniho karcinomu zda byt
velice nadéjna s ohledem na nové terapeutické pristupy. Predpokladame, ze gen MUC13 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 MUCI3 and
the MUC13 - 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, Shimamura, 2005, Walsh, 2007). In a cell line experiment, we
determined that MUCI3 expression levels decreased after ectopic overexpression
of miR-4647 by RT-qPCR. In the present study mucinous tumors expressed MUCI13

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 MUC13 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 MUCI 3 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 MUC3 might have a significant potential for

screening, diagnosis, and treatment of cancer.



1. Uvod

Kolorektalni karcinom (CRC) je nddorové onemocnéni tlustého stfeva a jeho operativni
feSeni patii dnes jiz k zakladnim chirurgickym vykoniim. Prvni, kdo navrhl vyvedeni
stomie pro obstrukci stfeva tumorem, byl Paracelus v 15. stoleti. Prvni operace tlustého
stteva je pripisovana v roce 1823 Reybardovi, ktery provedl resekci sigmatu. Do roku
1880 bylo zaznamenano pouze 10 resekci tlustého stfeva a pouze 3 byly povazovany

za uspeésné (Meade, 1968).

Kolorektalni karcinomy ptfedstavuji zavazny zdravotni problém s celosvétovym
vyskytem, kdy se jedna se o treti nejCast&j$i malignitu. (Obrazek €. 1.) Pravé z toho
divodu je ve vyspélych statech zaveden screeningovy program, ktery ma za ukol
vyhledavat CRC v nejcasnéjsi fazi onemocnéni. Zdkladni lécebnou modalitou zlstava
1écba chirurgicka, ale 1 1écba systémova u metastatického a lokdln¢ pokrocilého
onemocnéni hraje zasadni roli. Vyzkum je zaméfen na screening, stanoveni rizikovych
markerd, ale 1 na vSechny terapeutické moznosti, které by mély vést ke snizeni incidence,

a hlavné€ mortality na toto onemocnéni.

Numbers
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Obrazek ¢. 1. Mapa zobrazujici odhadované miry incidence standardizované podle véku (svét)
vroce 2020 (posledni aktualizace) CRC, ob¢ pohlavi, vSechny vékové kategorie, pievzato

z http://globocan.iarc.fr/ (GCO, 2021).
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2. Vymezeni cilii prace a stanoveni hypotéz

2.1. Cile prace
1. VSeobecna charakteristika CRC - v teoretické ¢asti prace se zabyvame etiologii,
screeningem, rizikovymi a prognostickymi faktory, stagingem, pribéhem

onemocnéni a terapii.
2. Podrobné;jsi popis CRC produkujiciho mucin a samotného mucinu.

3. Role MUCI3 v naddorové tkani oproti tkani bez tumoru se zaméfenim na jeho vliv

na prognozu a celkové pteziti pacienti.

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 zaméiuje na zkoumani nadorovych markert (biomarkerd,
onkomarkert) karcinomii a moznost jejich vyuziti v screeningu, diagnostice,
pro stanoveni progndzy 1 v terapii karcinomu. Pfedpokladame, ze gen MUCI3 a osa
MUCI3 — miR-4647 by mohly piredstavovat jeden takovy slibny marker u CRC

s prognostickym a terapeutickym potencialem.
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3. Epidemiologie
3.1. Ceska republika — incidence a mortalita CRC

V Ceské republice patii kolorektalni karcinom k nejéastéj$im malignitdm. Dle posledni
dostupné statistiky novotvartt UZIS z roku 2018 se jednalo o druhou nejéast&jsi malignitu
uobou pohlavi, kterd tvofila 12,4 % ze vSech nové diagnostikovanych tumori
(UZIS, 2018). Na prvnim misté u muzi pietrvaval karcinom prostaty a u Zen karcinom
prsu (do statistiky nejsou zahrnuty nadory kiize). Béhem statistického sledovani, které je
v Ceské republice dle UZIS elektronicky dohledatelné od roku 1977, incidence CRC
stoupala az do roku 2002, kde po dlouhou dobu setrvavala na prakticky staciondrni
hodnoté¢ az do roku 2015, kdy dokonce nastal pozvolny pokles (Dusek, 2022).
(Obrazek €. 2.) Tento pokles byl s nejvétsi pravdépodobnosti zpiisoben zavedenim
screeningového programu pro kolorektalni karcinom v roce 2000. Screeningovy
program ma za ukol vyhledavani a odstrafiovani tumord nejlépe jest¢ ve stadiu
prekarcer6z. U kolorektalniho karcinomu se konktrétn¢ jednd o sneseni polypi
endoskopicky jesté pfed vznikem karcinomu. V piipadé€, nebude-li tumor zachycen ve
stadiu prekarcerozy, tak je potiebné detekovat jiz vznikly karcinomi v co nejcasnéjSim

stadiu (Bernard, 2008).

V CR u vyvoje mortality v ¢ase miizeme pozorovat prakticky stacionarni stav od roku
2005, dale mirny setrvaly pokles do roku 2015. BohuZel od roku 2015 nepozorujeme

vyznamn¢j$i pokles v mortalité, ktery by kopiroval kiivku incidence. (Obrazek €. 2.)

Index mortality/incidence od roku 2015 dokonce jasné stoupa. (Obrazek €. 3.) Z toho Ize
usuzovat, ze stale pfetrvava vysoké procento nalezti pokrocilého kolorektalni karcinomu
u pacientd, které unika screeningovym vySetienim. Tento poznatek si miiZzeme potvrdit
i na zaklad€ grafu incidence a mortality (Obrazek €. 4.), kde vidime pokles incidence
karcinomu ve stadiu I, pouze mirny pokles ve stadiu IV, a naopak narast ve

stadiu II a II1.
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C18=-C21 - ZH tlustého stfeva a konecniku -4 Incidence
Wiwoj o Saze - Mortalita

Pocet pfipadd na 100 000 osob

B ow ok 8 8 4 8 8

Zdroj dat: 0ZIS CR

1"} T T T T T T T 7T 17T T T T T 171 T T T 7T T 17T 17 17T 17T 17T 17T 17 17 17 17T T T T 17T T 1T T T°71
o
Analyzwana data: Miinc)=295746, N{morl=165923 hitt e ffwww svod cz

Obrizek & 2. Vyvoj incidence a mortality v ¢ase v Ceské republice, pievzato ze SVOD

(Dusek, 2022).
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Obrazek &. 3. Vyvoj Indexu morality/incidence v ¢ase v Ceské republice, prevzato ze SVOD

(Dugek, 2022).
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Obrizek ¢&. 4. Vyvoj stadii kolorektalni karcinomu v &ase v Ceské republice, pfevzato ze SVOD

(Dusek, 2022).

3.2. Vyskyt CRC ve svété

Celosvétove se jedna o treti nejcastéj$i malignitu a tvori 11 % ze vSech malignit
(Bray, 2018, GCO, 2022). Incidence ve vyspélych zemich je prakticky srovnatelna
s Ceskou republikou. Na prvnich mistech se dlouhodobé drzi Slovensko a Mad’arsko.
Grafy incidence CRC jednotlivych statii ukazuji srovnani v ¢ase v roce 2008 a 2020, kde
prvni mista svéta v incidenci zlstavaji kromé drobnych obmén stacionarni. (Obrazky
¢.5. aé. 6.) V pripad¢ srovnani rozsahlejsich oblastnich celkli nez jednotlivych statt
muzeme vidét, Ze prvni mista zaujimaji socialné vyspélé oblasti. (Obrazek €. 7.) Naopak
v zemich s nizkym socioekonomickym statusem je incidence nizsi. To je jist¢ dano

1 hor§im sbérem dat z t€chto oblasti (Rabeneck, 2019)

Americka studie publikovand v roce 2021 sledovala vliv screeningového programu
na incidenci a mortalitu od jeho zavedeni v roce 2003 v USA. V zdvéru studie je uvedeno,
ze po vyznamném vzestupu incidence, hlavné Casnych fazi kolorektalniho karcinomu
dochdzi k signifikantnimu poklesu, jak incidence, tak mortality, a to napfi¢ vSemi
etnickymi skupinami. Rozdil mezi etnickymi skupinami byl zptisoben hlavné rozdilnym
pristupem ke screeningovému programu, takze i1mnozstvim vySetfenych pacientl

(Brown, 2021).
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Obrazek €. 5. Incidence CRC v roce 2008 mezi jednotlivymi staty, prevzato ze SVOD
(Dusek, 2022).
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Obrazek €. 6. Incidence CRC v roce 2020 mezi jednotlivymi staty, prevzato z Global Cancer
Observatory (iarc.fr) (GCO, 2021).
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Obrazek ¢. 7. Incidence/mortalita CRC v roce 2012 mezi jednotlivymi oblastnimi celky, pfevzato

z Global Cancer Observatory (iarc.fr) (GCO, 2014).
3.3. RozloZeni CRC v populaci dle pohlavi a véku

Dle souboru veékového rozlozeni v ¢eské populaci podle Gaussovy kiivky mizeme
pozorovat maximum vyskytu ve véku mezi 65-79 rokem (Obrazek ¢&. 8), se stalou

pfevahou muzii s CRC nad Zenami (DuSek, 2020). (Obrazek €. 9.)
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Obrazek ¢. 8. Rozlozeni CRC dle véku — incidence, mortalita, ptevzato ze SVOD (Dusek, 2022).
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Obrazek ¢. 9. Rozlozeni CRC v populaci dle pohlavi a vyvoje v Case, pfevzato ze SVOD
(Dusek, 2022).

3.4. Mortalita CRC

Z diivodu, ze ve svété i v Ceské republice se jedna o astou malignitu s pretrvavajici
vysokou mortalitou, bylo by velice pfinosné zasdhnout do diagnostického procesu

a ovlivnit tak mortalitu nemocnych vhodnou a cilenou 1é¢bou. (Obrazek ¢. 10.)
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Obrazek ¢. 10. Mapa znazornujici odhadované vékové standardizované miry umrtnosti (svét)
v roce 2020 (posledni aktualizace) na 100 000 CRC, kolorektum, obé pohlavi, vSechny vékové
kategorie, pievzato z http://globocan.iarc.fr/ (GCO, 2021).
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4. Rizikové faktory CRC

4.1. Muzské pohlavi

Muzské pohlavi by v Sir§Sim méfitku mohlo byt brano jako rizikovy faktor pro vznik CRC.
Rozdily v incidenci mezi pohlavimi u kolorektalniho karcinomu se zabyvala ptehledova
studie z Velké Britanie roku 2018 (White, 2018). Incidence kolorektalniho karcinomu je
tam kolem 42 ptipadi na 100 000 obyvatel dle Cancer Research UK (Londyn, VB)
ajednd se o treti nejCastéjsi malignitu po karcinomu prostaty u muzl, karcinomu prsu
uzen a karcinomu plic u obou pohlavi. I zde jasné¢ pifevazuje Cast&j$i vyskyt
kolorektalniho karcinomu u muzi, ktery je i spojen s vyssi mortalitou. V zavéru studie je
uvedeno, ze tato skutecnost je nejspise zplisobena biologickymi i behavioralnimi rozdily
mezi pohlavim. Muzi pozivaji vice ¢erveného masa, uzenin, ¢i jinak zpracovaného masa
(Bates, 2016), piji vice alkoholu (Schiitze, 2011) i vice kouii (Chang, 2014). DalS§im
rizikovym faktorem, ktery se vyskytuje vice u muzské populace, je procento visceralniho

tuku, které je spojeno s vyssim vyskytem kolorektalniho karcinomu (Bassett, 2010).
4.2. Zenské pohlavi

Naopak u Zen se Castéji nachdzi karcinom na praveé poloving tracniku, kterd je spojena
s hor§i prognézou (Hansen, 2012). U Zen byly zjiSt€ny rozdily v hypermetylaci,
mikrosatelitni nestabilité, mutace BRAF V600E a urcity fenotyp metylace CpG ostravki
(CIMP). Je u nich také vyssi frekvence mutaci genu KRAS v kodonu 12, které jsou

spojeny s vyS$S§im vyskytem adenomt a agresivnéjsi formou rakoviny.

V pravé poloving tra¢niku byvaji karcinomy spiSe plochého charakteru ve srovnani
s levou polovinou tra¢niku, kde se nachazi spiSe polypoidni 1éze. Ploché tumory jsou

Castéji prehlédnuté pii preventivni koloskopii (Lorentzen 2016, Peake 2014).
4.3. VSeobecné rizikové faktory — nutricni

Rizikové faktory podilejici se na vzniku kolorektalniho karcinomu jsou konzumace
Cerveného masa, uzeného masa, koufeni, alkohol, obezita, mnozstvi intraabdominalniho
tuku, dale starnuti a rodinnd anamnéza (Basset 2010, Bates 2016, Chang 2014,
Inoue 2009, Schiitze 2011). Piedpoklada se, Zze dietni faktory se na vzniku rakoviny
podileji az z 30 % (Koo, 2011).
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4.4. Prekancerozy spojené se vznikem CRC

Dnes jsou jiz znama onemocnéni, kterd se podileji na vzniku karcinomu kolorekta. Jedna
se 0 zvySeny vyskyt prekancer6z — adenom, zanétliva onemocnéni sttev, diabetes II. typu,
hypertriglyceridémie. Jsou zndma onemocnéni s jasné prokézanou dédi¢nosti jako je
familiarni polypdza tlustého stfeva, syndromy adenomatozni ihamartozni, dédicny

nepolypdzni kolorektalni karcinom a dalsi (Sinicrope, 2011).

Zajimava zji$téni, na ktera bohuZel neexistuji dohledatelna data v Ceské republice, je
existence vyznamnych rozdild v incidenci kolorektalniho karcinomu v riznych
socioekonomickych skupinach. Pacienti byli zkoumani dle svych udanych piijmi, kde
fakt je nejspiSe spojen s rozdilnym chovanim a Zivotnim stylem, ktery nese fadu

rizikovych faktort, jak bylo uvedeno vyse (Doll, 1981).
4.5. Rizikové genetické variace CRC

Pokud vezmeme v tivahu vyzkum spojujici genetiku s rizikem vzniku kolorektalniho
karcinomu, ptedpoklada se, ze asi 35 % ptipadi kolorektalniho karcinomu je ovlivnéno

genetickymi faktory (Zhang 2014).

Rodinné genetické studie a experimentdlni dikazy identifikovaly vzacné patogenni
genetické varianty s vysokou penetraci v 16 genech se signifikantni asociaci s dédi¢nym
CRC, polypozou tlustého stieva (Seifert, 2019) a geny s nachylnosti ke vzniku CRC
1 polypdze (Belhadj, 2020). Paralelng platforma celogenomové asociacni studie (GWAS)
identifikovala vice nez 140 spolecnych rizikovych lokust (Huyghe, 2019).

Tyto studie naznacuji, ze jednonuklidové polymorfismy (SNP) mohou byt spojeny se
vznikem CRC. I kdyz vysvétluyji pouze maly zlomek celkové dédi¢nosti CRC
(Zhang, 2014). Genetické varianty naptiklad miR-196a2, SNP rs6017342 a alela C SNP
rs11614913 propiijcuji jejich nosic¢iim zvysené riziko rozvoje kolorektalniho karcinomu
(Wu, 2015). Bylo také prokazano, Ze tyto geny ovliviiuji nejen incidenci kolorektalniho
karcinomu, ale také mortalitu, protoze rs4939827 SNP lokalizovany v genu SMAD?7 je

spojovan s krat§im piezitim pacientd.
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5. Protektivni faktory u CRC

5.1. Protektivni faktory jizZ znamé

Jako protektivni faktor je povazovana konzumace ryb, vlakniny (Caygill, 1995), vyssi
konzumace vitaminu D a vapniku (Gorham, 2005) s pravidelnou fyzickou aktivitou

(Schmid, 2014).

5.2. Nesteroidni antiflogistika NSAID

-----

(NSAID) na vznik kolorektalniho karcinomu. Randomizované studie ukazuji za 20 let
pozorovani, ze uzivani kyseliny acetylsalicylové po dobu péti let, snizuje riziko vzniku
a mortalitu kolorektalniho karcinom o 30-40 %. Je nutné soucasn¢ zminit, ze NSAID

zvysuji riziko selhani ledvin a krvéceni se zazivaciho traktu (Rothwell, 2010).

efektu NSAID a ovlivnéni chronického zanétu, ktery je spole¢ny vétsiné rizikovych
faktorti. Nesteroidni antiflogistika tim padem v rizné mife ovlivituji ¢i tlumi rizikové

faktory (Kosami, 2013).

6. Screening CRC

6.1. Screeningové programy v CR

Jak jiz bylo zminéno vyse, v Ceské republice existuje screeningovy program od roku
2000, ktery cili na pacienty v rizikovém véku. Pacienti nad 50 let mohou volit mezi dvéma
typy screeningovych vysetieni. Jedna se o test na okultni krvaceni, ktery pacienti do véku
55 let mohou opakovat jednou rocné€ a nad 55 let jedenkrat za dva roky. DalSi moznosti
je screeningova koloskopie, ktera se pii negativnim nalezu opakuje jedenkrat za 10 let.
Tyto screeningové programy jsou v CR dostupné zdarma pro platce zdravotniho

pojisténi.
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6.2. Screeningovy program — poZadavky

Cil screeningovych programl je co nejvyS$i moznd senzitivita a specificita. Idedlni
screeningovy program by mél byt takovy, aby obsdhl co nejvétsi mnozstvi rizikové
populace, byl by levny a v neposledni fad¢ neinvazivni a tim padem bezpecny. Dalsi
podminkou vhodného screeningové programu je odhaleni 1€zi v pocatecnich stadiich

onemocnéni, idealn€ ve stadiu prekarcerdz (Torre, 2015).
6.3. Typy screeningovych testii ze stolice, krve i moci

Typy screeningovych testli kolorektalniho karcinomu jsou zaloZeny na detekci krve
ve stolici — test takzvaného okultniho neboli skrytého krvaceni (FOBTSs) a na detekci

uvolnujicich se ¢asti pfimo z nadoru. Nyni jsou dostupné tfi metody detekce.
6.3.1. Guaiakovy test okultniho krvaceni ze stolice (gFOBT)

Guaiakovy test okultniho krvaceni ze stolice (gFOBT) je zaloZzeny na detekci krve
ve stolici. Ta je stanovovana pomoci reakce hemoglobinu (Hb) s chemikalii
guaiak. Tento test pro svoji niz§i specificitu a senzitivu je jiz prakticky vytlacen

novejSimi imunohistochemickymi testy na okultni krvaceni za stolice (FIT).
6.3.2. Imunohistochemické testy na krvaceni za stolice (FIT)

FIT jsou zalozeny na detekci krve pomoci specifické protilatky, kterd se vaze na lidsky
hemoglobin. Tyto testy jsou citlivéj$i nez testy na okultni krvaceni zaloZené na guaiaku
(Allison, 2007). Soucasné evropské smeérnice doporucuji FTI ve screeningu

kolorektalniho karcinomu (Karsa, 2013).
6.3.3 DNA a RNA testy detekce CRC ze stolice

DNA a RNA testy detekce kolorektalniho karcinomu ze stolice jsou zalozeny na detekci
¢asti tumoru uvolnénych do stolice. Metody zaloZzené na detekci DNA jsou rychle se
rozvijejici skupinou s velmi slibnou senzitivitou (Dickinson, 2015). V Ceské republice

testy nejsou t.¢. bézné dostupné.
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6.3.4. Testy ve fazi vyzkumi

Dals$i moznou metodou je stanoveni proteinti z krve nebo ze stolice, a to bud’ detekce
proteint typickych pro tumorézni tkan nebo detekce proteinti uvoliujicich se z krvacejici
¢1 zanicené tkan¢ (Uppara, 2015). Ve stadiu vyzkumu je zkoumdni mikrobiomu
u pacientl s CRC. Bylo prokazano, Ze pacienti s CRC maji jiny mikrobiom nez pacienti
bez naddoru. Zkoumané bakterie jsou napiiklad Streptococcus bovis, Helicobacter pylori,

a Fusobacterium nucleatum (Kuipers, 1990, Narayanan, 2014).
6.4. Srovnani screeningovych vySetieni

Americka védecka skupina pro prevenci v USA zkoumala a porovnavala randomizované
studie zaméfené na r0zné typy mozZnych screeningovych programii v USA 2018.
Sledovala flexibilni sigmoideoskopii, gFOBT, kolonografii pomoci CT, klasickou
koloskopii, imunohistochemické testy stolice a DNA testy stolice. VSechna vysetieni se
ukazala jako ptinosna v detekci kolorektalniho karcinomu ¢i jejich prekurzori, bohuzel,

zadné vySetieni nevykazuje 100 % senzitivitu a specificitu (Lin, 2016).

Stejné pracovni skupina provedla dalsi vyzkum dostupnych studii znovu v roce 2021, kde
vysledky znamych testli zlstavaly stacionarni. Nov¢js$i imunochemické testy stolice se
jevi jako slibny a stale se rozvijejici zpisob detekce kolorektalniho karcinomu. Noveé
zminuji test na detekci kolorektalniho karcinomu ze séra, ktery rovnéz vykazuje vysokou
specificitu 1 senzitivitu. Déle jes§té¢ popisuji i1 test PolypDx k detekci kolorektalniho

karcinomu v moci. Na tento test existuje zatim pouze mald klinicka studie, kterad

vyhodnotila test jako slibny (Lin, 2021).

Americkym Utadem pro kontrolu potravin a 1é¢iv (FDA) pro screening s CRC
spomémym rizikem bylo schvédleno vicecilové testovani DNA  stolice
(MT-sDNA). Prokazalo se, ze pozitivni vysledek MT-sDNA ma ptiznivy dopad

na diagnostickou vytéznost a kvalitu nasledné kolonoskopie (Johson, 2017).
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7. Staging CRC

7.1. Stanoveni diagndzy na zakladé histopatologického vySetieni

Zésadni ke stanoveni terapeutického postupu je znalost histologického typu tumoru.
Vzorek tkané tumoru, ktery je odeslan k histologické verifikaci je nejcastéji ziskan

pfi koloskopickém vySetteni. (Obrazek €. 11.)

Comment :

Obrazek ¢. 11. Endoskopicky nalez stenozujiciho CRC (archiv autora).
7.2. Zobrazovaci vySetreni

V ramci stanoveni stagingu — neboli rozsahu a pokroc€ilosti tumoru se vyuzivaji
zobrazovaci vySetfeni. Dle smérnic NCCN je doporuceno provedeni CT hrudniku
a bficha se stanovenim onkomarkert CEA a CA 19-9. Pfi podezieni na metastatické
onemocnéni mize byt vySetfovaci proces jesté doplnén o PET/CT. Ke stanoveni rozsahu
karcinomu rekta se pouzivda MRI nebo endorektalni ultrazvuk (ERUS). U stadia T1
tumorti rekta je pro detailnéjsi rozliSeni rozsahu proristani naddoru ve sténé stieva

doporu¢eno ERUS (Benson, 2022).
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7.3. Stadia onemocnéni (TNM Kklasifikace)

Do klinické praxe bylo zavedeno né€kolik skorovacich systému, ze kterych je nejvice
uzivany systém tumor-node-metastasis (TNM) klasifikace. (Tabulka 1) Z této
klasifikace se dale stanovuje stddium onemocnéni. TNM klasifikace je vyuZzivana
k vyjadieni pokrocilosti onemocnéni, ale také ke stanoveni terapeutické procesu,
progndzy onemocnéni pacienta, ale 1 jako komunikacni systém celosvétového charakteru,
pro ucely vyzkumu a pii porovnani v nejriiznéjSich databazich. Tento stagingovy systém
je stale nedostatecny z toho diivodu, ze i u pocatecniho stadia I, které je povazovano
za relativné bezpecné, se mohou do budoucna vytvofit vzdalené metastazy. Z toho
divodu je vyzkum intenzivné zaméfen na hledani dalSich prognostickych faktort
(Yin, 2011). Pétileté pteziti u kolorektalni karcinomu je 96,6 % pro stadium I, 88,7 %
pro stadium II, 69,9 % pro stadium III a 34,3 % pro stadium IV (Pang, 2022).

Tabulka I. TNM klasifikace posledni 8. vydani, ptevzato z UICC (UICC, 2017).

TNM Klinicka Klasifikace

T—Primarni tumor

TX Primarni tumor nelze posoudit

TO Zadny dikaz primarniho tumoru

Tis Karcinoma in situ: invaze do lamina propria

T1 Tumor prorista do submucosy

T2 Tumor proristd do muscularis propria
Tumor prorusta do subserosy nebo do

B perikolické nebo perirektalni tkané
Tumor pfimo proriista do jiného organu

T4 nebo struktury a/nebo perforuje visceralni
peritoneum

T4a Tumor perforuje viscerdlni peritoneum

Tab Tumor pfimo proriista do jiného organu

nebo struktury
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N—Regionalni lymfatické uzliny
NX

NO

NI

Nla

Nlb

Nlc

N2

N2a

N2b

M—Vzdalené metastazy
MO
M1

Mla

Mlb

Mlc

Regionalni lymfatické uzliny nelze
posoudit

Regionalni lymfatické uzliny bez metastaz
Metastazy v 1-3 regionalnich lymfatickych
uzlinach

Metastaza v 1 regionalni lymfatické uzling
Metastazy ve 2—3 regionalnich
lymfatickych uzlinach

Néadorové lozisko nebo loziska, tj. satelity,
v subser6ze nebo v perikolické nebo
perirektalni tkani bez metastaz

v regionalnich lymfatickych uzlinach
Metastazy ve 4 nebo vice regionalnich
lymfatickych uzlinach

Metastazy ve 4—6 regionalnich
lymfatickych uzlinach

Metastazy v 7 nebo vice regionalnich

lymfatickych uzlinach

Bez vzdalenych metastaz

Vzdalené metastazy

Metastaza omezena na jeden orgén (jatra,
plice, ovaria), nebo neregionalni lymfatické
uzliny, bez metastaz na peritoneu
Metastazy ve vice nez jednom organu
Metastdzy na peritoneu s nebo bez postizeni

dalsiho organu
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8. Tumor - specifické markery (biomarkery, onkomarkery)

8.1. Biomarkery

Velkou rozvijejici se skupinou jsou biomarkery, které slouzi k diagnostice, stanoveni
progndzy, ale také pii vybéru vhodné terapie. National Institute of Health (NIH) definuje
biomarker jako biologickou molekulu nachazejici se v krvi, ale také v jinych télesnych
tekutinach nebo tkanich, ktera je znamkou normalniho, abnormalniho procesu, stavu nebo
nemoci (Langan 2013). Nejcastéji se jedna o DNA (hlavné na mutace geni 7P53, APC,
KRAS a mikrosatelitni nestabilitu — MSI) (Bosch, 2011), RNA, mikroRNA (miRNA),
hypermethylace promotoru DNA, dalsi epigenetické zmény ¢i vyskyt protilatek
(Koga, 2008). Jediny z vyse uvedenych testd, ktery je jiz pouzivan, je test DNA ze stolice,
ktery je v USA dostupny jiz ptes 10 let, se specificitou 94-98 %, citlivosti 25-92 %
(Diehl, 2008). Podrobnéji budou zminény v kapitole 9.2. Prognostické markery

molekularni a genetické.
8.2. Klasické sérové nadorové markery

Mezi jiz znamé onkomarkery kolorektalniho karcinomu patii CEA a CA 19-9. Nadorové
markery jsou latky, které vznikaji pfi karcinogenezi, ale 1 pfi normalnim vyvoji. Mezi
nejpocetnéjsi skupinu patii tumor associated antigens (TAAs), u kterych stanovené
hodnoty v krvi koreluji s poctem neoplastickych bun¢k. Onkomarkery by mély mit
pozitivni prediktivni hodnotu, a hlavné vysokou specificitu 1 senzitivitu. Kromé
stanoveni koncentrace onkomarkeru je dilezité také sledovani dynamiky v case, jako
reakce na 1écbu hlavné po RO resekcich. Nej€astéji se stanovuji proteinové markery z krve
a stolice. Jedna se o protilatky proti TAA, nddorové TAA a CRC relevantni proteiny.
Dnesni vyzkumy se zamétfuji na hledani dalSich onkomarkerli 1 vyvoj moznych
terapeutik, které cili na podporu imunitniho systému v boji proti nadorovému bujeni

(Lech, 2014).
8.2.1. Karcinoembryonalni antigen (CEA)

Nejznaméjsi onkomarker pouZzivany u kolorektalniho karcinomu je CEA, ktery byl
objeven v roce 1965. Vyssi hladiny nachazime také u tumort zaludku, pankreatu nebo pii

zanétu.
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Jednd se o jediny onkomarker, ktery je uznavanym pii monitorovani 1écby pacientli
s CRC (Gold, 1965, Lech, 2014). Dle Evropské i Americké védecké skupiny pro
klinickou onkologii se nedoporucuje jeho pouziti pii screeningu (Duffy, 2014,

Locker, 20006).

U stadia I prakticky neni detekovatelny, ve stadiu II a III mize indikovat agresivnéjsi
tumor. Po radikélni operaci se vraci k normalnim hodnotdm po 4-6 tydnech, tedy pfi
postupném zvySovani hladiny mizeme mit podezieni na recidivu onemocnéni
(Chen, 2005, Weissenberger, 2005). ZvySovani hladiny CEA u diseminového
onemocnéni je asociovano s progresi onemocnéni, které nemusi byt viditelné na
zobrazovacich metodach. Chemoterapie mtize prechodné hladiny CEA zvySovat (Dufty,
2014, Locker 2006). V ramci dispenzarizace je doporuceno stanoveni hladiny kazdé tfi
meésice prvni tii roky po operaci, dale jedenkrat za Sest mésicii a nasledné kazdé dva az
tii roky (Diehl, 2008). V zadné studii nebylo potvrzeno, ze by hladina CEA ve stadiu 11
méla identifikovat rizikové pacienty, ktefi by méli podstoupit chemoterapii

(Thirunavukarasu, 2011).
8.2.2. Nadorovy antigen CA 19-9

Dal$im onkomarkerem, ktery se standardné stanovuje u kolorektalniho karcinomu je
nadorovy antigen CA 19-9. Neni specificky pouze pro CRC, ale jeho zvySena hladina
muze byt nalezena u vétSiny gastrointestinalnich tumort. Nevyssi specificitu a senzitivu
pak vykazuje u karcinomu pankreatu. Ve studiich je uvadéno, Ze u CRC ma nizsi citlivost
a jeho zvySené hladiny jsou spojeny se Spatnou prognoézou (Labianca, 2010,

Locker, 2006, Nicolini, 2010).
8.2.3. Méné znamé onkomarkery

Dalsi onkomarkery zkoumané k detekci kolorektdlniho karcinomu jsou
napt. CYFRA 21-1, CA 242 a CA 72-4, které se stanovuji pouze v kombinaci s CEA
a CA 19-9. Samotné zatim nemaji zadné relevantni vyuZziti u CRC. CYFRA 21-1 je nyni
nejvice spojovana s nemalobunéénym plicnim karcinomem, CA 242 je intenzivné
zkoumdna v souvislosti s karcinomem pankreatu a CA 72-4 vykazuje vyssi specificitu

pro karcinom zaludku a hlavng pro ovaridlni karcinom (Levy, 2008, Nicolini, 2010).
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Onkomarker, ktery se ve fazi vyzkumu zd4 byt nadéjny, je nadorové specificka
M2 izoforma pyruvatkinazy (M2-PK), ktera se stanovuje ze stolice. Vykazuje az 91%

senzitivitu u kolorektalni karcinomu, u adenomt je skoro vzdy negativni (Koss, 2008).

Dalsi zkoumané onkomarkery jsou tkanovy inhibitor matrix metaloproteinazy1 (TIMP1)
ze stolice, tkanovy polypeptidovy antigen (TPA) a tkadnovy polypeptid-specificky antigen
(TPS) a dalsi, které zatim nevykazuji vys§i specificitu ani senzitivitu nez CEA

(Holdenrieder, 2012, Levy, 2008).

9. Prognostické markery CRC

Prognézu pacientli s kolorektdlnim karcinomem ovliviluje mnoho faktord. Mezi
nevyznamngj$i samoziejme patii pokrocilost primarniho onemocnéni a rezidualni nemoc
po operaci — mikrometastazy. Mezi dalsi jiz v§eobecné znamé prognostické faktory, které
jsou spojeny s hor$i progndézou onemocnéni, se fadi obstrukce ¢i perforace tumoru
(vSeobecné — akutni stavy), déle perineuralni, cévni ¢i lymfatickd invaze. Agresivnéjsi

forma onemocnéni je spojena s mlad$im veékem pacientl, Zenskym pohlavim,

1 genetickymi abnormalitami tumoru (Skibber, 2001).
9.1. TNM Klasifikace

V praxi se pro hodnoceni progndzy onemocnéni a tim 1 pottebu nasledné systémove 1écby
pouziva TNM Kklasifikace. Vyjimecné 1 kolorektalni karcinom ve stadiu I je schopny
vytvofit vzdalené metastazy. Zde ndm nastavd dal$i moznost intenzivniho vyzkumu.
Aktivné vyhledavat dalsi rizikové faktory, které by TMN klasifikaci doplnily, ptipadné
zptesnily a tim ur€ily pfesnéjsi prognézu onemocnéni. V idealnim piipad¢ by mély byt

terapeuticky ovlivnitelné (Benson, 2022).
9.2. Prognostické markery molekularni a genetické

V posledni dobé€ je vyzkum zaméfen na molekularni a genetické prognostické markery,
jako je stav mikrosatelitové nestability (MSI-H) nebo deficit opravy chybného parovani
(IMMR), mutace genti KRAS nebo BRAF. Tento vyzkum nabyva na vyznamu
pfi stanoveni prognozy ¢asného i pokroc¢ilého CRC (Clinton, 2022, Wieduwilt, 2008).
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9.2.1. Receptor epidermalniho ristového faktoru (EGFR)

Mezi dalsi markery jiz znamé, které nam predpovidaji horsi prognézu se fadi napiiklad
receptor epidermalniho rastového faktoru, ktery je pravé Casto exprimovan u pacientd
s kolorektalnim karcinomem, ale také u jinych typti karcinomu (prs, ovaria a jiné). Je
spojen s horsi progndzou a prezivanim pacientd, i s horSi odpovédi na systémovou 1é¢bu
(Wee, 2017). Epidermalni rastovy faktor objevil v roce 1986 Stanley Cohen

(Obrazek ¢. 12.), ktery za tento objev obdrzel Nobelovu cenu za medicinu.

Je to transmembranovy glykoprotein sloZeny z intracelularni tyrosin-kinazové domény,
transmembranového lipofilniho segmentu a extracelularni vazebné domény, jejiz
hlavnimi ligandy jsou epidermalni rlstovy faktor (EGF) a transformujici riistovy
faktor-alfa (TGFa) . Tento receptor pies své signalizani drahy ovlivituje proliferaci
bunck (RAS-RAF-MAPK) 1 pfezivani bunék (JAK-STAT3 nebo PI3K-AKT)
(Bogdan, 2001).

EGFR je ¢lenem rodiny receptorti ErbB (erythroblastic leukemia viral oncogene), ktera
je tvofena celkem Ctyfmi Cleny tzce piibuznych receptorovych tyrosinkindz: EGFR
(ErbBI, HER1), ErbB2/neu (HER2), ErbB3 (HER3) a ErbB4 (HER4) (Baselga, 2002,
Roth, 2009). Pravé EGFR je vhodny k cilené terapii u nadort, které tento receptor

exprimuji (Kawamoto, 1983).

Obrazek ¢. 12. Stanley Cohen obdrzel Nobelovu cenu za medicinu v roce 1986 objev EGFR,

pievzato z https.//www.nobelprize.org/prizes/medicine/1986/cohen// (Nobelprize, 2022).
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9.2.2. Mutace genu KRAS

Mutace genu KRAS se vyskytuje u 35-45 % pacienti s CRC (Markowitz, 2009). Jeji
pritomnost predikuje Spatnou odpovéd na lécbu anti-EGFR protilatkami cetuximab
a panitumumab, protoze se jedna o aktivacni mutaci, ktera je lokalizovana downstream

od vlastniho receptoru EGFR (De Roock, 2010).
9.2.3. Mutace genu BRAF

Dalsi mutace genu BRAF se vyskytuje v mensi mife nez u genu KRAS. Dle dostupné
literatury se udava p¥iblizn& u 5-20 % CRC. Cast&ji se zde vyskytuji $patné diferencované
varianty CRC, vyskyt je Castéjsi u zen a v pravé poloviné tracniku. Tato mutace opét ¢ini
nador odoln&jsi vi¢i monoklonalnim protildtkhm a zhorSuje prognoézu pacientti

(Roth, 2010).
9.2.4. Fosfatidylinositil-3-kinaza (PI3K)

PI3K podporuje buné¢nou proliferaci. Nadory s touto mutaci maji obecné horsi odpoveéd’

na cilenou terapii EGFR a horsi prognozu (Grandy, 2014).
9.2.5. Mutace genu 7P53

Tato mutace se vyskytuje u 50-70 % vSech kolorektalnich karcinomli a je spojena
s hor§imi vysledky lécby. Mutace genu TP53 se nachazi u karcinomt, které vykazuji

kratSi dobu do relapsu onemocnéni, ale 1 celkovou dobu pieziti (Tejpar, 2010).
9.2.6. Ztrata heterozygozity chromozomu 18q.

Dle dostupnych studii pievazuje nézor, Ze delece chromozomu 18q je spojena s horsi
progndzou pacientii (Popat, 2005), 1 kdyz nékteré studie naopak toto tvrzeni vyvraceji
(Popat, 2007). Ohledn¢ vybéru vhodné systémové terapie doposud neexistuji relevantni

data (Wanatabe, 2001).
9.2.7. Mikrosatelitni instabilita (MSI)

Mikrosatelity jsou kratké nekodujici repetitivni sekvence v DNA, které jsou diky svému
charakteru nachylnéjsi ke vzniku chyb pfi replikaci DNA. Tyto chyby jsou diisledkem piidani
nebo ztraty repetitivni sekvence a projevuji se zménou délky mikrosatelitu, kterd je snadno

detekovatelna.
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Sekvence jsou opravovany systémy DNA oprav, pifedev§im systémem pro opravu chybného
parovani (MMR). Pii mutacich v genech tohoto systému jsou mutace v mikrosatelitech Castéjsi
a délka mikrosatelitt tim padem riznorod€jsi, coz je podstatou jevu nazyvaném mikrosatelitova
instabilita (Baba, 2009). Nadorové buiiky bez MSI jsou oznacovany jako mikrosatelitove stabilni
(MSS). Mikrosatelitni instabilita mtize byt vysokd — MSI-H nebo nizkd MSI-L, podle poctu
lokusti. MSI-H znaci lepsi prognézu, nez MSI-L nebo MSS (Popat, 2005) MSI — H vykazuje

rezistenci vici adjuvantni 1&¢bé 5-FU (Meyers, 2001).

10.Vznik a Sireni kolorektalniho karcinomu

V literatufe je uvadéno, Ze 80-84 % karcinomi je sporadickych a 16-20 % je

hereditarnich, tedy geneticky vazanych (Valle, 2019).
10.1. Hereditarné vazané syndromy

Geneticky véazané kolorektalni karcinomy piedstavuji celou skupinu onemocnéni.
Vyskytuji se €astéji u nemocnych pied 50 rokem Zivota s rodinnou anamnézou CRC

a mohu byt asociovany s jinymi nddorovymi onemocnénimi (Sung, 2019, Valle, 2019).

Déli se dle pritomnosti polypl na hereditarni polyp6zni kolorektalni karcinom (HPCC)

a hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom (HNPCC) (Hampel, 2018).
10.1.1. Hereditarni polypozni kolorektalni karcinomy (HPCC)

HPCC predstavuji asi 3-5 % ze vSech CRC. D¢li se na adematdzni a hamartozni formu.
K onemocnénim HPCC se tadi familiarni adematozni polypdza (FAP) zplisoben4 mutaci
genu APC, ktery je zodpovédny za bunécnou proliferaci. Jedna se o nejcastéjsi syndrom
z HPCC. Je charakteristicky nalezem stovek az tisicti polypu s tendenci k malignizaci.
Casté je i mimostievni postizeni s vyskytem cyst, karcinomt GIT, ale i napiiklad CNS
(Karetnsen, 2019). Mezi dal§i onemocnéni patfi Turcotiv syndrom II. typu
(Buecher, 2016), Gardnertiv syndrom (Charifa, 2022), adematozni polypozni syndrom
(Sutcliffe, 2019), juvenilni polypoza stteva (Beosens, 2011), PTEN hamartogenni
tumorozni syndrom zplisobeny mutaci genu PTEN (Eissing, 2019), Peutz — Jegherstv

syndrom (Sengupta, 2019) a Cowdentv syndrom (Pilarski, 2009).
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10.1.2. Hereditarni nepolypodzni kolorektalni karcinomy (HNPCC)

HNPCC jsou autozomalné¢ dominantné dédi¢na onemocnéni a predstavuji asi 1,7-4,2 %
ze vSech CRC (Lee, 2017). Mezi onemocnéni HNPPC se tadi Lynchiv syndrom.
Lynchtiv syndrom je nejcastéjsi hereditarné¢ vazany CRC. Jak bude zminéno dale, je
zpisoben mutaci gent zahrnutych do mismach DNA opravy (MMR). Charakteristickym
rysem jsou ploché 1éze lokalizované v pravém tracniku. Je spojen i dalSimi typy malignit
naptiklad slinivky, urotraktu, endometria a dalsi (Porka, 2019). K t€émto onemocnénim
spadd i Turcotiv syndrom typu I. (Hu, 2018), Muir — Torretiv syndrom (Schierbeck,
2019) a kolorektalni karcinomy s deficitem MLH1-/PMS2 (Tarancén, 2020).

10.2. Sporadicky CRC
10.2.1. Vznik CRC

CRC obvykle zacind nerakovinnou proliferaci slizni¢nich epitelidlnich bun¢k. Tyto
vyrustky jsou zndmé jako polypy a mohou postupné riist po dobu 10-20 let, nez se stanou
malignimi. Stfevni buiiky maji vyznamnou plasticitu. Obnova stievniho epitelu probiha
kazdych 4-5 dni. Za tuto obnovu mohou stfevni kmenové buiiky, které jsou dlouhovéké
a sidli na dn€ krypt. Z toho diivodu se ptedpokladalo, Ze by prave tyto buitky mohly byt
kli¢oveé pii procesu karcinogeneze u tumori stfeva. Dalsi vyzkumy ale potvrdily, Ze
1 ostatni buiikky se mohou dediferencovat do bun¢k podobnych kmenovym bunikam a stat
se tak dlouhovékymi. Z toho diivodu stdle neni jasné, které¢ buiiky se presné podileji
na vzniku kolorektalniho karcinomu (Huels, 2015). Nejbézné&jsi formou je adenom nebo
polyp, ktery vznikl z granularnich bunék, jejichZ funkci je produkce hlenu, ktery vystyla
tlusté sttevo (Sryker, 1987). Pouze asi 10 % vSech adenomu progreduje do invazivniho
tumoru, 1 kdyZ riziko malignity se zvySuje tim, jak se polyp zvétSuje. Invazivni karcinom
vznikajici z takovych polypl je znamy jako adenokarcinom a tvoii 96 % vSech

kolorektalnich karcinomt (Stewart, 2006).
10.2.2. Signaliza¢ni drahy vzniku CRC

V etiologii CRC je pozorovan vyskyt mutaci v ramci tii hlavnich rozdilnych genovych
tfid. Jednéd se o onkogeny, tumorsupresorové geny a geny ucastnici se oprav DNA
(Calvert, 2002). Vyvoj kolorektalniho karcinomu muze probihat v ramci tfi hlavnich

signalizanich drah — drdha chromozomalni nestability (CIN), MSI drdha a CIMP.
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Signalizacni drahy jsou dostatecné odlisSné, aby byly koncepéné platné, ale také se

vyznamné piekryvaji (Snover, 2011).

Dnes jiz klasickd draha chromozomalni instability je zaloZena na publikaci Volgesteina
z roku 1990. (Obrazek €. 13.) Vogelsteinliv model vicestupnové kolorektalni neoplazie
je oznaCovan jako adenoma-—carcinoma sequence. Tato prace uvadi, ze akumulaci
a hromadénim genetickych zmén dochazi k naruseni proliferace, diferenciace a apoptdzy
bunék intestinalniho epitelu (Fearon, 1990). Vysledkem je transformace stievni sliznice
na adenomatozni polypy az do stadia invazivniho karcinomu. Jedna se tedy o nasledek

akumulace epigenetickych a genetickych zmén (Al-Sohaily, 2012).

(han X

normal abnormal adenoma adenoma | adenoma
=i il carcinoma
epithelium epithelium class | class Il class [l

altered methylation

Obrazek ¢. 13. Vogelsteinliv model vicestupniové kolorektalni neoplazie (oznaované jako
adenoma—carcinoma sequence), prevzato z Promoter Methylation Precedes Chromosomal

Alterations in Colorectal Cancer Development (Derks, 2016).

Nejcastéjsi genetické zmény, které obsahuje CRC, jsou aktivace mutaci protoonkogenu
KRAS, ktera se vyskytuje az u 40 % CRC (Neumann, 2009, Sansom, 2013), inaktivace
mutaci tumorsupresorovych genli APC (adenomatosys polyposis coli) vyskytujici se az
u 70 % CRC a TP53 nebo DNA repair genll (pfedevS§im mismatch repair genu), které
umoznuji buiice opravovat chyby DNA (Bandrés, 2006). Védecké studie uvadi, ze mezi
kli¢ové geny, u nichz diisledky mutaci zptisobuji ztratu heterozygostnosti, patii krome jiz

zminénych KRAS, TP53, také APC a DCC (Chung, 2004).

Draha MSI spojend s nedostateCnou opravou mismatch repair genti byla objevena
prostiednictvim genovych mutaci odpovédnych za Lynchiv syndrom aje
charakterizovana vyskytem mutaci geni MMR, také cCastou mutaci proto-onkogenu

BRAF V600E, kodujici serin/threonin kinazu (Porkka, 2019).
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Za vznik seratnich (pilovitych adenomtl) je zodpovédna tieti draha vzniku CRC, ktera je
zpusobend hypermetylaci CpG ostrivkd mutatorovych gentl a to v jejich regulacnich
oblastech tzv. fenotyp CIMP (CpG Island Methylator Phenotype). Tato draha silné
souvisi s drahou MSI, oznaCovanou také jako microsatellite mutator phenotype (MMP)

(Jass, 2007).
10.3. Sifeni kolorektalni karcinomu

CRC se it bud’ pfimym prorastanim do okoli s vaskularni, lymfatickou a perineuralni
invazi, nebo metastazovanim. Nejcast¢jsi lokalizace vzdalenych metastaz u CRC jsou
jadtra a plice. Dale mlze tvofit 1 implantani metastdzy na peritoneu
(Ferley, 2010). Levostranné karcinomy castéji metastazuji do jater, pravostranné
karcinomy vice tvofi metastdzy na peritoneu, rektum ma vyssi riziko metastazovani
do plic a Castéji tvoti lokdlni recidivy (Augestad, 2015, De Rock, 2010). U 20 % pacientl
jsou pii stanoveni zakladni diagndzy jiz pfitomny synchronni metastazy a az u 60 %
karcinomt se objevi metachronni metastazy do 5 let (Cook, 1988, Desch, 2005). Solitarni
metastazy CRC do jater a plic mohou byt teoreticky kurabilnim onemocnénim, na rozdil
od diseminace po peritoneu, kterd je povaZzovéana za pokroc¢ilé onemocnéni s minimalni

Sanci na kompletni vylé¢eni (Thomassen, 2013).

11. Déleni kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom vykazuje rtizné molekularni a patologické charakteristiky
v zévislosti na lokalizaci nadoru. Vzhledem k rozdilnym epidemiologickym
a histologickym vlastnostem kolorektalniho karcinomu se nejcastéji déli dle lokalizace
na pravy a levy nebo také na proximalni a distalni (Meguid, 2008). Kompletné zv1ast’ je
pak vymezeno rektum (Benedix, 2010). Jako hranice mezi pravym a levym tra¢nikem je

nejcastéji povazovano liendlni ohbi (Iacopetta, 2002).

I ve zdravém stfeve existuji rozdily mezi pravym a levym tra¢nikem. Pochazeji z jiného
embryonalniho zékladu (vétSina pravostranného tra¢niku pochazi ze sttedniho stfeva, ale

distalni tra¢nik je ze zadniho stfeva) (Schoenwolf, 2015).
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Mezi pravostrannym a levostrannym CRC jsou rozdily i na Urovni genové exprese.
Rozdily existuji v ¢etnosti mutaci v klicovych onkogenech a tumor supresorovych genech
viz dale (Munzy, 2012). Mikrobiom tlust¢ho stieva je relativné stacionarni. AvSak
existuje rozdil ve slozeni mikrobiologické fléry mezi pravym alevym tracnikem
pacientli, u kterych se vyvinul kolorektalni karcinom (Johnson, 2015, Lepage, 2005).
Vykazuji i rozdily ve slozeni Zlu¢ovych kyselin (Flemer, 2017, Missiaglia, 2001).

11.1. Pravostranné karcinomy

Pravostranné karcinomy se vyskytuji ¢astéji u Zen ve vyssim véku. Prevazuje jejich
histologicka mucindzni povaha, obsahuji buniky pecetniho prstu a Castéji se vyskytuji
dediferencované varianty (Benedix, 2010, Gonzeles, 2001, Missiaglia, 2014). Jak jiz bylo
zminéno, adenomy pravého traéniku jsou obvykle ptisedlé a maji vyssi riziko zvratu
do maligniho karcinomu 1 pifi mensi velikosti (Gupta, 2012). U pravostranného
karcinomu tlustého stfeva je ¢asto pozorovana vysoka mikrosatelitni nestabilita (MSI),
fenotyp CIMP-high (Missiaglia, 2014) a mutace genu BRAF V600E, ktera je spojena
s vyznamné horsi progndézou (Gonsalves, 2014). Nadory s vysokou MSI jsou spiSe
pravostranné, naopak nadory s chromozomadlni nestabilitou jsou spiSe levostranné
(Dahlin, 2010). Prognoza pacientl ve stadiich III a [V s pravostrannym karcinomem je
horS$i ve srovnani s levostrannymi karcinomy i pii absolvovani systémové 1écby

(Schrang, 2016).

U dédi¢ného nepolypodzniho kolorektalniho karcinomu se pravdépodobnéji vyvinou
nadory na pravé strané tlustého stfeva (Lynch, 1988). Pravostranné karcinomy cCastéji

tvoii implantacni metastazy po peritoneu (lacopetta, 2002).

Maji i odli$né vnitini prostiedni stfeva. Lisi se v rozdilnych hladinach zlu€ovych kyselin,
kde v pravém tracniku je desetkrat vyssi koncentrace zlu¢ovych kyselin nez v levém.
Vyssi hladiny Zlucovych kyselin a jejich metabolity jsou nachizeny ve vyS§i mife
ve stolici pacientl s kolorektalnim karcinomem (Hill, 1982). Z téchto zjisténi a z n€kolika
studii vyplyvd, ze by se mohly n¢jakym zpiisoben podilet na karcinogenezi. Nejspise
zpisobuji poSkozeni DNA tvorbou reaktivnich forem dusiku a kysliku (Venturi, 1997).
U pacientil, u kterych se vyvinul pravostranny kolorektalni karcinom, existuji znacné

rozdily ve slozeni mikrobiomu (Lepage, 2005).
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Je zde Castgji pfitomen bakteridlni biofilm, ktery je suspektni, ze reaguje s epitelem

tracniku a tim pfispiva k proliferaci bunék, tedy ke karcinogenezi (Johnson, 2015).
11.2. Levostranné karcinomy

Chromozomalni nestabilita, ktera je spojena s 60-70 % kolorektdlniho karcinomu, je
Castéji pozorovana u levostranného karcinomu tlustého stieva. Je spojovana s mutacemi
gentt APC, KRAS a TP53 (Ben, 2011, Gonzalez, 2001, Markowitz, 2009, Schell, 2016).
Dale jsou levostranné kolorektalni karcinomy charakteristické cCastéjSim vyskytem
amplifikace receptorovych kindz, jako je EGFR a ERBB3 (Gupta, 2012). Levostranné

karcinomy ¢astéji metastazuji do plic (Iacopetta, 2002).
11.3. Déleni kolorektalniho karcinomu na zakladé genové exprese

Jiz del8i dobu se rtizné organizace snazily rozdélit kolorektalni karcinom na zakladé
genoveé exprese. Vzniklo tak né€kolik schémat, které obsahovaly mezi tfemi az Sesti
subtypy, ale nebyly jednotné. Z toho diivodu mezinarodni Colorectal Cancer Subtyping
Consortium  rozdélilo  kolorektalni karcinom na zdkladé genové exprese
do 4 konsenzualnich molekuldrnich subtypii (CMS). Lisi se dle svych rozdilnych
biologickych vlastnosti, které vedou k aktivaci rozdilnych biologickych drah, mutaci, ale

1 prognozy (Guinney, 2015).

12. Klinické priznaky kolorektalniho karcinomu

Tumory pravé poloviny tracniku ziistavaji dlouho bezptiznakové. Nejcastéjsi ptiznak je
intermitentni krvaceni z konecniku a néslednda anemizace v krevnim obraze diky
dlouhodobym krevnim ztratdm. Perforaci ¢i obstrukci se projevuji az pokrocilé

karcinomy, Casto jiZ ve stadiu generalizovaného onemocnéni.

Karcinomy levé poloviny traéniku se projevuji vyS$i plynatosti, zménou
vyprazdiovaciho reZzimu — stfidanim zacpy a prijmul. Tumory se méné Casto projevuji

krvacenim z kone¢niku. Prvnim pfiznakem miZe byt obstrukéni ileus.

Karcinomy rekta se projevuji krvacenim z kone¢niku, zménou vyprazdiiovani a tenesmy.
Ubytek vahy, zhorSeni chuti k jidlu a hmatna rezistence v dutiné bfi$ni jsou povazovany

za pozdni pfiznaky (Zeman, 2014).
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13. Lécba kolorektalniho karcinomu

O 1écbé kolorektalniho karcinomu by mél rozhodnout multidisciplindrni tym. Lécba
maligniho tumoru na volném tracniku a rektu je v mnoha faktorech shodna, avSak

obsahuje 1 urcité odliSnosti.
13.1. Lécba endoskopicka

13.1.1. Kolon

Lécbou maligniho tumoru traéniku jesté ve stadiu prekancerdzy — polypu mize byt pouze
endoskopické sneseni pti koloskopii. Endoskopické odstranéni je také mozné ve stadiu
¢asného karcinomu, kde je histologicky jasné, ze tumor byl kompletné odstranén

bez invaze do spodiny (Kukuchi, 1995).
13.1.2. Rektum

U karcinomu stfedniho a dolniho rekta je postup v terapii odliSny. Transandlni
endoskopickd mikrochirurgie (TEM) je metodou volby u polypu ¢i Tis a T1 karcinomi,
ktery nezasahuje do spodiny resekce. Ptipadna invaze spodiny po TEM je potvrzena
definitivnim histologickym vySetfenim. Pfedpokladany rozsah invaze tumoru, ktery
rozhodne o terapeutickém postupu, je urovan pomoci zobrazovacich metod, a to
nejcastéji MRI nebo endosonografickym vySetfenim. ERUS je v ¢asnych stadiich CRC
piesnéjsi (Sgourakis, 2011).

13.2. Lécba chirurgicka

Zékladni 1é¢ebnou modalitou u kolorektalniho karcinomu stéle zlistava 1écba chirurgicka.
Klasicka oteviena operace, laparoskopicka resekce ¢i roboticky vykon jsou brany jako
ekvivalentni. M¢ly by byt vzdy provadény zkuSenym operatérem s ohledem na celkovy
stav pacienta, jeho komorbidity 1 preference, nejlépe v onkochirurgickych centrech

(Benson, 2022).

40



13.2.1. Kolon

Resekce stfeva by méla byt povedena radikaln€, to znamena za cilem dosazeni RO resekce
v dostate¢ném rozsahu do zdravé tkan€ 1 se spadovou lymfadenektomii. (Obrazek €. 14.
a ¢. 15.) V ptfipadé€ invaze kolorektalniho karcinomu do okolnich orgénti a pokud je nalez
chirurgicky fesitelny, méla by byt resekce provedena en bloc do histologicky zdravé
okolni tkan¢. Pii suspekci na ponechani mikroskopického rezidua tumoru je vykon
hodnocen, jako R1 resekce. Kdyz je ponechdno pozitivni reziduum tumoru nebo
makroskopicky jasna pozitivni uzlina je vykon povazovan za R2 resekci (Benson, 2022,

Glyne-Jones, 2017, Schmoll, 2012).

Pii opera¢nim vykonu by mélo byt odstranéno minimalné 12 lymfatickych uzlin ke
stanoveni N klasifikace (stupenl postiZzeni lymfatickych uzlin). Po resekénim vykonu dle
definitivni histologie nasleduje adjuvantni chemoterapie. U inoperabilniho onemocnéni

se lécba zahajuje pomoci chemoterapie, ktera muze vést k regresi nalezu a zméné

z inoperabilni nalezu na nalez operabilni (Schmoll, 2012).

Obrazek €. 14. Stenozujici CRC sigmatu (archiv autora).
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Obrazek €. 15. Stenozujici CRC sigmatu na rozstfizeném preparatu (archiv autora).

13.2.2 Rektum

U stadia T2NOMO se provadi primarné resekéni vykon, u pokrocilejsich nalezi je pred
opera¢nim vykonem predfazena neoadjuvantni konkomitantni chemoradioterapie
(Benson, 2022, Schmoll, 2012). Zasadni pfi resekénim vykonu na rektu se ukéazala byt
totalni mezorektalni excize (TME) (Heald, 1992). (Obrazek €. 16.)

Je-li karcinom rekta nizko ulozeny, miize byt svéra¢ zachovan, pokud zbyva minimalné

1 cm zdravé tkan€ pod tumorem (Benson, 2022).
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Obrazek €. 16. CRC na rozstfizeném preparatu po amputaci rekta (archiv autora).

13.2.3. Chirurgicka 1é¢ba metastatického onemocnéni

U metastatického onemocnéni musi byt zvazovéno, zdali jsou metastazy
resekabilni. Pokud je moznost provést resekci primarniho tumoru i metastaz a je pacient
z interniho hlediska schopen takového rozsédhlého operacniho vykonu, mize byt proveden
vykon v jedné dobé¢. V ostatnich piipadech je potieba volit, kde je vyssi riziko progrese
onemocnéni. Ve vétsiné piipadi je provedena resekce primarniho tumoru, poté se

pokracuje systémovou lécbou a nasleduje resekéni vykon na jatrech.

V urcitych pripadech, kde ptevazuje riziko progrese metastatického onemocnéni jater,
které by se stalo inoperabilnim, mize byt zvolen postup ,,liver first”, kdy je primarnim
vykonem resekéni vykon na jatrech, pred resekci stieva. Systémova léCba miize byt

vmezeiena mezi oba resekéni vykony, nebo nasleduje az po obou opera¢nich vykonech
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(Benson, 2022, Schmoll, 2012, Glyne—Jones, 2017). Zvoleny postup, by m¢l byt

rozhodnutim multidisciplinarniho tymu s ohledem na nejvétsi benefit pro pacienta.

Pii 1é€bé jaternich metastdz jsou nejCastéji provadény neanatomické resekce, aby bylo
zachovano co nejvice jaterni tkané. Za dostatecny resekcni okraj je povazovdno 5 mm
zdravé tkané. (Obrazek ¢. 17. a €. 18.) Pokud metastazy nejsou primarné resekabilni, mél
by operacnimu vykonu ptedchazet pokus o konverzni terapii za pomoci chemoterapie,
kterd ma za cil dosdhnout resekability metastaz. Pribéh terapie by mél byt sledovan
pomoci zobrazovacich metod jest¢ ptfed kompletni remisi. Je vhodné vmezefit
chirurgicky resekéni vykon pied Gplnym vymizenim metastaz (Benoist, 2006). Lécba

plicnich metastaz by méla byt obdobn4, jako u metastaz jaternich (Inoue, 2004).

Radikalni resekce metastaz jater a plic je povazovana za 1é¢bu s kurabilnim potencialem.
V kontrolovanych studiich je popisovano pétileté preziti 20-45 % u jaternich metastaz
(Adam, 2011, Choti, 2002). U plicnich metastaz je pétileté preziti uvadéno ponékud nizsi
a to 25-35 % (Inque, 2004).

/

Obrazek €. 17. Neanatomicka resekce jater pro metastazu CRC (archiv autora).
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Obrazek ¢. 18. Resekat metastazy CRC (archiv autora).

13.3. Nechirurgicka lécba jaternich metastaz

Metastazy, které nejsou radikalné odstranitelné chirurgicky, mohou byt destruovany
pomoci ablacnich metod. Mezi Casto vyuzivané patii radiofrekvenéni ablace (RFA),
kryoablace, mikrovinnd ablace (MWA), stereotaktickd radioterapie (SBRT)a dalsi.
Pti odstranéni metastaz vySe uvedenymi metodami zlstavaji po roce sledovani pacienti

bez recidivy onemocnéni v 56-100 % (Sterzing, 2014).
13.4. Radioterapie

Radioterapie u kolorektalniho karcinomu je vymezena pouze pro rektum a byla zavedena
do 1é¢by karcinomu rekta postupné na konci 80 let minulého stoleti. Swedish Rectal
Cancer Trial byla prvni randomizovana studie, ktera piinasela dikkazy o tom, ze
radioterapie je uCinna pridatna 1éCebnd metoda pii 1écbé kolorektalniho karcinomu

(Folkesson, 2005).

45



13.4.1. RezZimy radioterapie

V soucasnosti se pouzivaji dva zdkladni rezimy. Pfi standardni radioterapii je celkova
aplikovana davka 45-50,4 Gy v25-28 frakcich, a pokud nejsou kontraindikace,
kombinuje se konkomitantn¢ s chemoterapii kapecitabinem. U kratkého rezimu (SCRT)
se aplikuje celkem 25 Gy v5 frakcich béhem jednoho tydne a Casto se kombinuje
s kombinovanou chemoterapii aplikovanou sekven¢né. Po 4 az 8-tydenni pauze nasleduje
chirurgicky zakrok. Po SC-RT muzZe nésledovat operacni vykon ihned — do deseti dna
od zahgjeni radioterapie. Neoadjuvatni chemoradioterapie v kombinaci s TME
vyznamn¢ snizuje riziko lokalni recidivy u CRC rekta a zvySuje celkové preziti pacientti

(Quirke, 2009, Van Gijn, 2011).
13.5. Chemoterapie

Chemoterapie je indikovana u vétSiny pokrocilejsich stadii CRC, a to bud’ v indikaci
adjuvantni (u lokdln€¢ pokrocilych nadord, jako doplnéni radikalni chirurgické 1écby)

nebo paliativni (u metastazujicich nadori).

Chemoterapeutické rezimy u kolorektdlniho karcinomu jsou stile zaloZzené na
5-fluorouracilu (5-FU), ktery je podavan v kontinudlni infuzi. Jako ndhrada muze byt
pouzit kapecitabin. U¢innost se zda byt ekvivaltni (Hofheinz, 2012). Kombinuje se
s oxalplatinou nebo irinotekanem, ptfipadné¢ s obéma. Kombinované rezimy jsou

ucinngjsi, ale také toxictéjsi (Kiss, 2022, Vodenkova, 2020).
13.5.1. Indikaéni faktory chemoterapie

U karcinomu rekta bylo prokézéno, Ze neoadjuvantni chemoradioterapie nasledovana
adjuvatni chemoterapii po operaci, ma niz8i toxicitu, vysSi procento vykonl svérac
zachovavajicich a v neposledni fad¢ nizsi riziko recidivy onemocnéni oproti samotné
adjuvantni chemoterapii (Sauer, 2004, Vodenkova, 2020). Samotna adjuvantni terapie by
méla byt poddna pouze pacientim, ktefi z né¢jakého diivodu neabsolvovali neoadjuvantni
1é¢bu a maji rizikové faktory pro recidivu onemocnéni. U karcinomu volného stfeva se
uziva hlavné adjuvantni chemoterapie, a to v pfipadech s vysokym rizikem recidivy
onemocnéni. Rozhodujici rizikové faktory jsou staging tumoru T3 a vySe, pozitivni
lymfatické uzliny, perforace tumoru nebo pozitivni resekéni okraj karcinomu, neptizniva

histologie, pfitomnost hlenotvorby apod. Neoadjuvantni chemoterapie je vymezena
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pro lokaln¢ inoperabilni nebo oligometastatické onemocnéni a jejim cilem je regrese
nalezu s naslednou operaci. Bohuzel tato 1écba casto ptrechazi v 1écbu paliativni

(Kim, 2011, Kiss, 2022, Kook, 1991).
13.5.2. Doba podavani chemoterapie

Celkova doba chemoterapie by meéla byt 5,5 az 6 mésici, Pokud byla podavéna
neoadjuvantni terapie, adjuvantni 1é¢ba by méla trvat pouze 4 az 4,5 mésict (Andre, 2003,

Kiss, 2022).

Adjuvantni chemoterapie by méla byt podéna nejdiive tfi tydny po operaci, ale nejpozdéji
8 az 12 tydnil po operaci. V pozd¢jsi dobé se musi zvazit pfinos a uc¢innost oproti toxicité

(Biagi, 2011, Kiss, 2022).
13.5.3. Chemoterapeutické rezimy

U pokrocilého karcinomu kolon jsou wuzivany lécebné rezimy v kombinaci
S-fluororacil/leukovorin, kapecitabin ¢i irinotekan v monoterapi, nebo kombinace
SFU/LV s oxaliplatinou, irinotekanem nebo s obéma. Dals§i mozné rezimy jsou FU/FA
(5-fluorouracil + leukovorin), FOLFOX (5-fluorouracil, oxaliplatina,
leukovorin), CAPOX (kapecitabin, oxaliplatina), FOLFIRI (5-fluorouracil, irinotekan,
leukovorin),  XELIRI  (kapecitabin, irinotekan), = FOLFIRINOX/FOLFOXIRI

(5-fluorouracil, leukovorin, oxaliplatina, irinotekan) (Benson, 2022, Kiss, 2022).

Nejcastéji jsou uzivany rezimy FOLFOX a FOLFIRI, které prodluzuji median pteziti az
o 20 mésich, vykazuji 1 takovou regresi onemocnéni, Ze umoZiluje operacni feSeni.

V odbornych textech se objevuji informace i o kompletnich remisich (Tournigand, 2004).
13.6. Biologicka 1écba

U nadorovych onemocnéni byly identifikovany specifické molekuly, na které se vaze
a ptimo plsobi takzvana biologicka nebo také cilend 1écba. Jedna se tedy o 1é€bu, ktera
je specificky cilend na misto, které se podili na procesu karcinogeneze. Vyuziva se
u metastatického ¢i lokalné€ inoperabilniho onemocnéni, kdy zakladem systémové 1écby
stale zdstdva chemoterapie a k ni je do kombinace, pfiddna cilend 1écba. Vybér
systémové 1éCby zavisi na genetickych vlastnostech tumoru, prediktivnich a prognosticky

faktorech 1 na komorbiditach pacienta. Zhodnoceni terapie by mélo byt provedeno
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po 2 az 3 mésicich. Jiz uzivana léCiva jsou bevacizumab, aflibercept, ramucirumab, které
maji cilové misto na receptor vaskuldrniho endotelialniho ristového faktoru (VEGF).
Dal$i moznosti jsou cetuximab a panitumumab, které maji cilové vazebné misto
na receptoru epidermalniho ristového faktoru (EGFR), enkorafenib vkombinaci
s cetuximabem u mutaci BRAF. Nové se zacind uplatiiovat i imunoterapie u MSI

nadori - pembrolizumab nebo kombinace nivolumab a ipilimumab (Kiss, 2022).

14. Mucin

Muciny jsou glykoproteiny, komplexy bunééného povrchu, vyluc¢ovany buitkami epitelu.
Funkce mucinu je chranit a zvlh¢ovat povrch tkani sliznic ¢i epitelti. Jsou to proteiny
s vysokym podilem prolini, threonint a serintl, tvoii dohromady PTS doménu, ktera je
glykosylovéana. Rodina lidského mucinu (MUC) se skladd z mnoha ¢lenii oznaCovanych
jako MUCI az MUC21. Tvofi fyzikalni bariéru a poskytuji ochranu epitelidlnim buiikam.
Vyskytuji se v gastrointestindlnim a dychacim traktu, ale i uvnitf organt, jako je prs,

pankreas, jatra a jiné (Kufe, 2009).

Néadory secernujici mucin maji horsi prognézu, vyssi rychlost ristu, ve vy$§im procentu
je unich nachazeno postizeni lymfatickych uzlin. Déle maji vyssi metastaticky potencial
a tim padem i niz8§i miru pétiletého preziti (Sasaki, 1987). Nachdzime je u pacient
v mlad$im v€ku a v pravé Casti tratniku (Suma, 1992). Agresivngj$i chovani ahorsi
progndza koreluje s mnozstvim mucindzni slozky bez ohledu na histologicky stupent

diferenciace (Kufe, 2009).

Deregulace v produkci mucinu pfi styku se zdnétem muiize podporovat karcinogenezi
(McGuckin, 2011). I kdyZ muciny v epitelovych bunkach funguji jako ochrana a bariéra
pfed karcinogeny ¢i chronickym zinétem, a tim jako obrana vii¢i malignimu bujeni,
paradoxné v nadorovych buiikach funguji stejné. Uloha jejich exprese v rakovinovych
buiikdch je pravdépodobné stejnd jako uzdravé tkané€, zvySuji tedy rezistenci bunck
ajejich odolnost oproti toxickému pusobeni latek na povrch tkani. Nadorové bunky
vzniklé z epitelu, které produkuji hlen, jsou vice odolné, vykazuji vyssi tendenci k ristu,
migraci a invazi. Muciny byly pravé ztohoto divodu oznafeny jako markery Spatné
prognozy pacienta (Jonckheere, 2014) a stavaji se tak atraktivnim terapeutickym cilem
u riznych typi tumort (Kufe, 2009).
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Muciny jsou lokalizovany na apikélnich hranicich normalniho epitelu. Pti reakci na stres
dochdzi ke ztraté polarity a tim jsou muciny piemistény ptes celou epitelidlni bunécnou
membranu (Vermeer, 2003). Diky tomu mohou interagovat s bunkami bazalni
membrany. Tim buiiky na mezenchymové-epitelovém prechodu mohou byt indukovany
k pfemén¢ na maligni buiiky, podobné¢ kmenovym bunkdm, které jsou vice agresivni

(Thiery, 2002).

Zvysena exprese mucinu u ruznych typt rakoviny se jevi jako nadéjny terapeuticky cil.
Vyzkum se zabyva vyvojem protilatek, vakein a Iékovych inhibitord. Tyto latky jsou stale

ve fazi klinickych vyzkumt (Kufe, 2009).

MUCI13 je mucin bunécného povrchu, ktery je ve vyssi mife exprimovan u nadort
kolorekta (Gupta, 2012, Shimamura, 2005, Walsch, 2007), zaludku (Shimamura, 2005),
ledvin (Khan, 2014) a ovérii (Chauhan, 2012). Ve zdravé tkani je tento protein
produkovan na apikélni hranici bunééného epitelu stifeva a jeho produkce se zvysuje jako
reakce na infekci (Sheng, 2011) ¢i zanét (Linden, 2008). MUC13 ma relativné kratkou
mimobunéénou doménu o 151 aminokyselindich v porovnani s ostatnimi muciny
bunécného povrchu. Déale obsahuje tfi domény epidermélniho ristového faktoru (EGF),
jednu doménu proteinové enterokindzy moiského jezka (SEA) obsazenou v extracelularni
komponenté¢ nasledovanou kratkou transmembranovou doménou obsahujici
23 aminokyselin a 69 aminokyselin domény cytoplazmy, ktera zahrnuje osm serinovych
a dvé tyrosinové rezidua pro potencialni fosforylaci. Navic obsahuje proteinkindzu C,
ktera ptsobi jako konsenzudlni fosforyla¢ni motiv. Ta miize hrat roli v bunécnych
signalizaCnich drahach, regulovat proliferaci a ptezivani bun€k (Chauhan, 2009,

Linden, 2008, Walsh, 2007).

Nedavno bylo verifikovano, ze zvysSena cytoplazmaticka exprese MUC13 je pozorovana
u pokroc€ilého a metastatického kolorektalniho karcinomu. Dale bylo zjisténo, ze MUC13
zvySuje aktivitu bunécného faktoruxB (NF«xB), ktery tak piisobi proti apoptdze
(Sheng, 2011) a také podporuje vznik zanétu (Williamns, 2001). Gupta et al. navrhli, ze
zvySend sekrece MUCI3 by mohla prostiednictvim onkogennich proteinti podporovat
tumorogenezi a vznik metastaz (2014). Predpoklada se, ze MUC13 podporuje piezivani
nadorovych bunc¢k kolorektaa tim pfedstavuje potencionalné slibny lécebny cil
pro individualni terapii u pokrocilého kolorektalniho karcinomu (Gupta, 2014). Nicméné

molekularni mechanismy zodpovédné za zvySenou sekreci MUC3 nejsou dobie zndmky.
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Jako jedna z moznosti je zvazovana deregulace microRNAs (miRs), které reguluji hladinu
mRNA MUCI3. V piedchozich studiich vypracovanych na Ustavu experimentalni
mediciny AV CR tykajicich se polymorfismu ve vazebnych mistech miRs v mucinovych
genech, zjistili signifikantni souvislost mezi homozygotni variantou rs1532602 v genu
MUCI3 a zvysujicim se rizikem kolorektalniho karcinomu (Schmith, 2015). Geneticka
variace v 3’UTRs cilovych genli mize ovlivnit miRNA vazby, coz vede k funkéni

variabilit¢ mRNA a rtizné expresi proteint.

Tato prace se vénuje roli miR-4647, o které se predpoklada, ze se vdze na polymorfni
sekvencni misto MUCI3, SNP spot rs1532602. (Obrazek €. 19) My jsme analyzovali
osu MUCI3 — miR-4647 a sledovali jsme rozdilné exprese u pacientli s kolorektalnim

karcinomem se zaméfenim na jejich preziti.

10bp
MiR-4647 20bp
GAAGAUGGU GCUGUGCUGAGGAA

MUC13 genotype m7G == ORF = UUGAAAGGUGGUGGGUALCCCULCUCALCECCY mem AAAAAAA |
GG

MiR-4647 proper binding

MuCi13
downregulation

10bp

MIR-4647 0bp
GAAGAUGGU GCUGUGCUGAGGAA

MUC13 genotype m7G == ORF ® UUGAAAGAUGGUGGGUAUCCCUUCUCAUCCCCU s AAAAAAA
AA

MIiR-4647 does not bind

MUC13 normal
levels

Obrazek €. 19. Grafické zndzornéni in silico predikované vazby miR-4647 v polymorfni

sekvenci MUCI13 rs1532602.
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15. Experimentalni ¢ast

15.1. Material a metodika

15.1.1. Klinické vzorky

Ve Vseobecné fakultni nemocnici v Praze, ve Fakultni Thomayerové nemocnici v Praze
a ve Fakultni nemocnici v Plzni bylo v letech 2011 az 2015 IéCeno a podstoupilo
chirurgicky zakrok 187 pacientli se sporadickym kolorektalnim karcinomem. VSichni tito
pacienti podepsali pisemny souhlas s ucasti ve studii a schvalili vyuziti svych
biologickych vzorki pro genetickou analyzu dle Helsinské umluvy (G 14-08-67). Etické
komise vySe uvedenych nemocnic udé€lily souhlas s vyzkumem. Subjekty studie poskytly
informace o svych zivotnich navycich, body mass index (BMI), cukrovce a rodinném ¢i
osobnim vyskytu rakoviny v anamnéze. Data byla od subjekti odebrana pomoci
strukturovaného dotazniku s ohledem na stanovené demografické charakteristiky
a potencionalni rizika souvisejici se vznikem kolorektalniho karcinomu. Klinické

charakteristiky pacientl jsou uvedeny nize. (Tabulka II.)

Tabulka II. Klinické charakteristiky pacientu.

aCisla nemusi 100% odpovidat kviili chybé&jicim klinickym tdajim.

N
(celkem
=113)
Vék roky 65+10
Pohlavi muz 69
zena 44
SNP
stratifikace® (rs1532602) G:G 30
A:G 54
A:A 17
CRC stratifikace kolon 44
rektum 69
T 1 6
2 19
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76

4 10
N 0 51
>1 50
M- 0 &7
>1 21
Grade® 1 19
2 77
3 8
Lokalni recidiva * ne 79
ano 33
Neoadjuvantni
terapie? ne 94
ano 16
Adjuvantni terapie® ne 65
ano 42
Zivotni stay® zemieli 30
Zijici 82

Pacienti s CRC podstoupili chirurgicky vykon a byla u nich provedena resekce tumoru
1 okolni tkan€ (v 5 az 10 cm vzdalenosti od tumoru). Material byl ihned po resekci
hluboce zamrazen. Klinické stddium bylo stanoveno s ohledem na metastazy
v lymfaticky uzlinach dle UICC (Union for International Cancer Control), detailni

charakteristika je uvedena viz. vySe. (Tabulka IL.)

VSechny subjekty s kolorektalni karcinomem byly monitorovany do 31.bfezna 2021.
Celkové pteziti (OS) bylo definovano jako ¢asovy interval od stanoveni diagnozy do data

umrti z jakékoliv ptic¢iny.

Sbér dat a vzorkl tkdn¢ CRC a okolni tkdné bez tumoru byl provadén i na chirurgické
klinice 1. LF UK a Fakultni Thomayerovy nemocnice. Vzorky tumoru byly pouZity

k experimentu na myS$ich. Bohuzel ten nemé¢l relevantni vysledek.
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Experimentalni ¢ast probihala na Ustavu experimentélni mediciny AV CR pod vedenim
MUDr. Pavla Vodicky, CSc., Ing. Veroniky Vymetalkové, Ph.D. a mé aktivni tcasti
v jednotlivych fazich experimentu. Histologické zpracovani vzort tkéni 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).

Tumor a pfilehla sliznicni tkan byly homogenizovany pomoci MagNA Lyser
(Hoffmann-La Roche). Genomova DNA, celkovd RNA a miRNA byly izolovany z tkané
tumoru a z ptilehlé tkané bez tumoru pomoci miRVana isolation kit protocol podle
pokynt vyrobce (Thermo Fischer Scientific, USA). Koncentrace a Cistota RNA se
stanovila spektrofotometricky s méfenim optiméalni denzity pomoci Nanodrop
(ThermoScientific, USA). Integrita celkové mRNA byla méfena metodou kapildrni
elektroforézy Agilent 2100 Bioanalyzer s Agilent RNA 6000 Nano Kitem (Agilent
Technologies, USA).

15.1.2. Genotypizace lidskych vzorki

Geneticky polymorfismus v MUC13 genu 1s1532602 byl stanoven pomoci diskrimina¢ni
analyzy TagMan allelic diskrimina¢niho testu (ThermoFisher Scientific, USA;
Assay-on-demand, SNP  genotyping products: C_ 11906718 1 ). TagMan
genotypizacni reakce byla amplifikovana v systému 7500 Real-Time PCR systém
(ThermoFisher Scientific, USA) nasledovné: 95 °C na 10 minut, 92 °C na 15 sekund,
a 60 °C na 1 minutu ve 40 cyklech.

Genotypovy screening byl provadén soucasné pro tumor tlustého stieva a prilehlou tkan
bez nadoru. Korelace obou genotypli mezi duplicitnimi vzorky byla vice nez 99 %.

Vytéznost genotypové reakce se pohybovala mezi 97,0-99,5 %.
15.2.3. Reverzni transkripce (RTr) a qPCR genu MUCI3

V této studii jsme analyzovali hladinu exprese MUC 13 a miR-4647. Pro detekci genu
MUCI3 (ID Hs00217230_m1 (Tabulka III.) byla cDNA syntetizovéana z 80 ng celkové
mRNA v 10 pl RTr, reakci pomoci TATAA GrandScript cDNA SuperMix Kit (TATAA),
podle protokolu vyrobce v C1000 PCR piistroji (Bio-Rad). Pfed qPCR byla cDNA

ziedéna 1:1 vodou bez nukleézy.
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Deset pul kvantitativni PCR reakce obsahovalo 2 pl ziedéné cDNA, 5 pl Tagman
universalniho mastermixu bez UNG (ThermoFisher Scientific, USA), 2,5 ul vody bez
nukleazy a 0,5 pl primert zakoupenych od ThermoFisher Scientific. Teplotni protokol
byl: 95 °C na 10 min, a 45 cykltina 15 s na 95 °C, 1 min na 60 °C v CFX384 (Bio-Rad,
USA). Exprese MUCI3 byla normalizovana k genu ACTB (Hs99999903 ml). Gen
ACTRB byl pouzit jako referencni gen a byl vybran z test TagMan Endogenous Control
(ACTB, GAPDH, a 18S, ThermoFisher Scientific) od Normfinder (GenEx
Enterprise). Viechna data byla analyzovana metodou 2724 (Limak, 2001).

Tabulka III. Seznam validovanych testli TagMan, referen¢nich gend, miRNA mimics a testtl

siRNA, které byly pouzity.

Geny ID Sekvence
RT-PCR
miR-4647 MI10017274 ID testu 479880_mir - ThermoFisher Scientific,
USA
MUC13 56667 ID testu Hs00217230_m1 - ThermoFisher

Scientific, USA
miRNA mimics

miR-4647 MIMAT0019709 ID testu 4464066 - ThermoFisher Scientific, USA
miRNA ID testu HMCO00O03 - Sigma Aldrich, USA
mimics
negativni
kontrola
siRNA
MUC13 ID testu am16708 — Ambion od Life Technologies,
56667 USA
kontrola ID testu 464058 - Ambion od Life Technologies,
siRNA #1 USA
RNU48 NR_002745 ID testu 001006 - ThermoFisher Scientific, USA
ACTB Test DHs99999903 m1 - ThermoFisher Scientific,
USA
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15.2.4. Imunohistochemie proteinu MUC13

Zafixované preparaty odebrané ztlustého stieva (od pacienti s kolorektalnim
karcinomem odebrané¢ od pacientli zatazenych do studie a zpracované na patologii
ve Fakultni nemocnici v Plzni) byly zbaveny vody a zality do parafinu s pouZzitim béznych
metod. Blocky tkdn¢€ byly nakrdjeny na 5 pm fezy, pfipevnény na podlozni sklicka Super

Frost potazené (3-aminopropyl)-triethoxysilanem (Sigma Aldrich, Vienna, Austria).

Byly zbaveny parafinu, rehydratovéany, a zpracovany nasledovné: jedna ¢ést blocki byla
nabarvena hematoxylin-eosinem a dal§i ¢ast byla nabarvena Verhoeffovym
hematoxylinem a zelenym trichromem k rozlifeni tkanovych komponent. Rezy
s majoritni ¢asti rakovinové tkané byly vybrany k imunohistochemickému stanoveni.
Imunohistochemie (IHC) byla provedena manualné¢ s pouzitim primarni protilatky
MUCIN 13 ((D-5): sc-373857, 1:100, Santa Cruz Biotechnology, Europe). Byly pouzity

doporucené kontroly, jak pozitivni, tak negativni.

Histologicka kvantifikace byla provedena pomoci stereologickych metod a softwaru
Ellipse (ViDiTo, Slovakia) (Balaguer, 2010, Brennerm, 2014). Metoda je zalozena
na poc¢itani prasecikii detekovanych struktur se stereologickymi miiZzkami ndhodné
superponovanymi na mikrofotografie. Tato metoda pocitani bodii byla pouZita pro odhad

plosného zlomku MUCI13 ve stfevni sténé.

Objektiv mikroskopu a zvétSeni pouZzité pro kvantitativni hodnoceni MUCI13 byly
s ohledem na imunohistochemickou metodu detekce. Vysledna data jsou prezentovéana
jako aritmeticky primér vypocitany ze stochastickych metod. Kvantifikace MUC13

ve vzorcich byla zaloZena celkem na 568 mikrosnimcich.

Vzorek lidske stény stfeva byl pozit jako pozitivni kontrola. Bylo pouZito ileum a tlusté
stievo, které byly bez patologickych zmén. (Obrazek €. 20 a €. 21.) Kontrolni vzorek
tlustého stfeva byl pouzit od pacienta zafazeného do této studie. Vysledek
imunohistochemické detekce se stanovil v souladu s datovymi listy vyrobce. Negativni
kontrolou byl kontrolni vzorek lidské stievni stény (tlusté stievo; tj. vzorek obsahujici
prokdzany glykoprotein MUCI13), ale reakce s primarni protilaitkou byla pfi
imunohistochemickém postupu vynechdna. Preparat byl negativni (MUCI3 byl

nepritkazny) a tak byla vyloucena nespecitficka reakce detekéniho systému.
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Obrizek €. 20. Lidské ileum pozitivni na protein MUC13. Poharkové buniky pozitivni na MUC13

se nachazi na spodiné stfevnich krypt ilea.

50 pm
—

Obrazek €. 21. Colon pozitivni na MUCI13. Odlisna pozitivita MUC13-enterocytil v blizkosti

lumen stfeva a poharkovych buné¢k v kryptach.
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15.2.5. MiRNA selekce

Predpoklada se, ze miR-4647 se vaze na MUCI3 jen v pfitomnosti homozygotniho GG
genotypu 151532602 v MUC1 3 podle volné dostupného sofwaru:
MicroSNiper (http://epicenter.ie-freiburg.mpg.de/services/microsniper/).

Podle mirDIP (https://ophid.utoronto.ca/mirDIP/),

Targetscan (https://www.targetscan.org/vert _80/)
a miRWalk (http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/) miR-4647 se vaze na MUCI3 se

sttednim integrovatelnym skore (mirDIP = 0,18, Targetscan = -0,06, miRWalk = 0,85).
15.2.6. Reverzni traskripce (RTr) miR-4647

Pro detekci miRNA (miR-4647 test ID 461900 mat) byla celkovd mRNA reverzné
pfepséna do cDNA za pouziti soubori genové specifickych primeri, navrzenych pro
analyzu miRNA TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher
Scientific, USA). Soubor 5x Tagman microRNA primer, kazdy 100x zfedény, obsahoval
vSechny cilové primery a dal$i kontrolni miR-39 a potencialné referencni geny: testy 18S
a SRNA: RNU6B, RNU44, a RNU48. RNU48 byly pouZity jako referen¢ni geny vybrané
spolecnosti Normfinder (GenEx Enterprise, Sweden). Deset ul RTr reakce obsahovalo:
8 ng/ul RNAsy, 4 ul souborti primert, 2 pl RTr enzym, 0,2 pul 100 mM dNTPs, 1 ul 10x
RTr pufru, 0,13 pl RNA inhibitor a 0,67 ul RNAsy. Teplotni protokol byl nasledujici:
16 °C po dobu 30 min, 42 °C po dobu 30 min a 85 °C po dobu 5 min v C1000 (Bio-Rad).

15.2.7. cDNA preamplifikace miR-4647

Vsechny vzorky jsme primarné preamplifikovali za uZiti vysoce kvantitativniho pfistroje
pro stanoveni PCR v redlném ¢ase Biomark (Fluidigm, USA). Preamplifikovany mix byl
pfipraven z 20x TagMan MicroRNA Assays (ThermoFisher Scientific, USA) a kazdy test
byl zfedén 100x. Deset pl preamplifikované reakce obsahovalo: 2 ul cDNA (neziedéné),
1,5 ul preamplifikovaného mixu, 5 pl i1Q Supermix (Bio-Rad, USA), 1,5 ul vody bez
RNAsy. Preamplifikace byla provedena pii C1000 (Bio-Rad) nasledovné: 95 °C po dobu
3 min, 18 cykli pti 95 °C po dobu 15 s a 59 °C po dobu 4 min. Po preamplifikaci byla

kazda reakce 20x ziedéna.
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15.2.8. Vysokokvantitavni qPCR miR-4647

MicroRNA gPCR byla piipravena pomoci vysoce vykonné platformy BioMark™ HD
System (Fluidigm, USA) a 48,48 GE Dynamic Arrays nebo 96,96 GE Dynamic Arrays.
Pét ul premixu vzorkli obsahovalo: 1 pl vzorku (20x zfedéna preamp cDNA), 2,5 ul
Tagman Universal Mastermix bez UNG (Themo Fisher Scientific), 0,25 ul 20x GE
nandseciho cinidla pro vzorky (Fluidigm, USA) a 1,25 ul vody. Pét ul testovaciho
premixu obsahovalo 2,5 ul 20x Tagman microRNA testia 2,5 ul 2x testovaciho
nandSeciho ¢inidla (Fluidigm, USA). Teplotni protokol byl: 95 °C po dobu 10 min,
40 cyklt o0 95 °C po dobu 15 s, a 60 °C po dobu 1 min. VSechna data byla analyzovana
metodou 2"4¢4 (Limak, 2001).

15.2.9. Bunééné linie

Vybér bunéénych linii kolorektalniho karcinomu byl zaloZen na stupni bazalni exprese
MUCI3 v nékolika liniich kolorektalniho karcinomu, jako je HCT-116, DLD-1, HT29,
SW480.

Obé¢ bunécné linie kolorektalniho karcinomu (HCT-116 (ATCC®CCL247™) a DLD-1
(ATCC® CCL221™) byly plivodné ziskany od ECACC (Sigma Aldrich, USA). Bun&tné
linie byly kultivovany pti 37 °C ve zvlh¢ené atmosféie 5 % CO2 v Dulbecco’s Modified
Eagle Medium (DMEM; Sigma Aldrich, USA) a dopInéné 10 % fetalnim bovinnim sérem
(FBS; Gibco, USA), 1 mmol L-Glutaminu, 100 U/ml penicillin/streptomycinu. Obé¢
bunécné linie byly testovany pomoci MycoAlert (Lonza Group Ltd, Switzerland), aby se

vyloucila mykoplasmaticka kontamince.
15.2.10. Pfrechodna bunécna transfekce

Bunky byly transfektovany 24 hodin 10 nmol odpovidajici hsa-miR-4647 (cat. 4464066;
Sigma Aldrich, USA) a miRNA negativni kontrolou bez homologie s lidskym genomem
(HMCO0003; Sigma Aldrich, USA) pomoci Lipofectamine® RNAIMAX (Invitrogen™,
USA) podle protokolu vyrobce. VSechny experimenty byly provedeny ve tiech
nezavislych replikatech. Uéinnost transfekce, zmény hladin v miR-4647 a jeji dopad na
hladiny mRNA MUC 13 byly potvrzeny pomoci real-time RT-qPCRm, jak je pospano

vyse.
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Specificer® Select siRNA pro lidsky MUCI3 (am16708) a Silencer® Select pro
negativni kontroly siRNA #1 (cat. 4464058) byly zakoupeny od Ambion by Life
Technologies (USA) a transfektovany pomoci Lipofectamine® RNAiIMAX Reagent
(Invitrogen by Life Technologies, USA) dle protokolu vyrobce. Efekt silencingu byl
verifikovdn pomoci qRT-PCR 48 hodin po transfekci pomoci testu TagMan®Gene
Expression Assay (ThermoFisher Scientific, USA) pro MUC13 (ID Hs00217230 _m1).

15.2.11. Genotypizace a sekvenovani buné¢nych linii

Hodnoceni genotypu MUCI3 pro 1s1532602 v obou bunécnych linii bylo provedeno
podobng, jak bylo uvedeno vyse pro lidské vzorky. Korelace genotypti mezi duplicitnimi
vzorky byla 100 %. Mira genotypt byla 100%. Pro ucely stanoveni, kterd alela z SNP
MUC 13 151532602 byla aktivné pfepsana, celkovda mRNA byla zpétné ptfepsana z obou

bunécnych linii do cDNA pomoci standartniho laboratorniho postupu.

Oblast zajmu byla vymezend primery 5 CCATTGGAGGGATAGAAGCA3’
a5'CTTTTCCTGGTAGGGCAACA 3" navrzenymi online pomoci primer3
(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/). Produktem byl amplikon dlouhy 233bp. Kone¢ny

produkt byl 100x zfedén v nasledné piimé sekvencni reakci za pouziti sady BigDye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (ThermoFisher Scientific USA) - sekvenovan
za standartnich podminek. DNA sekvenovani bylo provedeno na ABI PRISM 3130
Genetic Analyzer (ThermoFisher Scientific USA) a vysledky byly vyhodnoceny
sotfware Mutation Surveyor (Softgenetics, USA).

15.2.12. In vitro testy

Pro test tvorby kolonii byly transfekované buiiky umistény na 6-jamkové desticky
(500 buné¢k na jamku) za 48 hodin od transfekce. Po 12 dnech byly kolonie fixovany 3%
formaldehydem a obarveny 1% krystalickou violeti. Pocet kolonii byl spoCitan manualné.
Vsechna méteni se opakovala v triplikdtech. Testy bunécné migrace byly provedeny
48 hodin  po transfekci pomoci Transwell Permeable Supports 6,5 mm
Insert (24-jamkova desticka; velikost porti 8-pum; Corning Costar, USA). Transfekované
buiiky (1x10%) byly zasazeny do DMEM s 0,5% FBS do horni &4sti Transwell komiirky.
Spodni komftrka byla naplnéna 20% FBS-DMEM. Buiiky byly kultivovany 24 hodin.
Po uplynuti doby byly migrujici buiiky fixovany 3% studenym formaldehydem po dobu
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30 min, promyty PBS, obarveny 1% krystalickou violeti a pocitdny v péti ndhodnych

polich pti 200nasobném zvétseni. Méfeni byla opakovana 3x.

Integrita plazmatick¢é membrany byla hodnocena pomoci testu ToxiLight od Lonza
(Basilej, Switzerland) podle protokolu vyrobce. Tento test méfi uvoliiovani
adenylatkinazy v extracelularnim prostoru, coz odrazi integritu plazmatické membrany.
Buiiky byly kultivovany na 96-jamkové desti¢ce (25 000 bunék na jamku) a vystaveny
miRNA-4647 po dobu 24 hodin.

Po inkubaci bylo 20 pl supernatantu z kazdé jamky pifeneseno do nové 96jamkové
desticky. Poté bylo do kazdé¢ jamky ptfidano 50 pul testovaciho pufru. Po inkubaci ve tmé
po dobu 5 minut byla luminiscence métena pomoci Spectramax iD3 (Molecular

Devices, USA).
15.2.13. Western blot test

Proteiny (20 pg) izolované z bunécnych linii Ripa pufrem byly naneseny a separovany
v 12% SDS-PAGE gelech pfi 15 mA po dobu 60 minut a separované proteiny byly poté
pfeneseny do 0,45 um Amersham Protran Nitrocellulose Blotting Membrane
(GE Healthcare, Life science) v methanolovém pienosovém pufru za pouziti Mini
Trans-Blot Cell (Bio-Rad Laboratories). Membrany byly blokovany 5% BSA
v Tris-pufrovaném fyziologickém roztoku obsahujicim Tween 20 (TBST; 20 mmol
Tris-HCI, pH 7,4, 0,15 mol NaCl a 0,1 % Tween 20) po dobu 1 hodiny a inkubovany
s Anti-MUC13 (1: 100, protilatka ab235450, Abcam) a Anti-GAPDH (1:500, Abcam) pfi
4 °C pres noc, nasledovand inkubaci s anti-krdli¢i sekundéarni protildtkou (Abcam)
konjugovanou s kfenovou peroxiddzou. Membrany byly vyvoldny pomoci
SupersignalWest Pico Chemiluminescent Substrate (Pierce) a vizualizovdny pomoci

Azure c600 (Azure Biosystems).
15.2.14. Statisticka analyza

Statisticka analyza stupné exprese byla provedena pomoci BM SPSS Statistics 20.
Vsechny qPCR reakce byly provedeny ve tfech replikach. Uroven exprese kazdého
vzorku byla normalizovana pomoci pfedem vybranych referen¢nich genii a nasledné
zprumérovana. Exprese miR-4647 u pacienti s kolorektdlnim karcinomem byla

normalizovana s expresi RNU48. Exprese MUC13 byla normalizovana k ACTB genu.
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Cut-off je stanoven dle medianu hodnot, takze hodnoty nad medianem jsou vyssi hladiny

a pod medidnem jsou niZsi.

Stupeini exprese vSech studovanych gent nesledoval normalni distribuci v populaci, jak
analyzoval test Kolmogorov—Smirnov. Data byla logaritmicky transformovana a pro
statistick¢é  analyzy pro porovnani s medidanem byly pouzity parové
neparametrické Wilcoxonovy testy a neparametrické Mann-Whitneyho testy. Vztahy
mezi zkoumanymi proménnymi a pfezitim byly zkoumany pomoci Spearmanovy
korelace, vyjadiené Spearmanovym rho (p). Analyza pteziti byla provedena pomoci

log-rank testu a ptistupt podle Kaplan-Meierovych grafil.

Pro testy in vitro byl pouzit Mann-Whitney test pro srovnani neparovych dat a test
ANOVA byl pouzit pro srovnani vice skupin s Tukey post hoc testem. VSechny statistické
testy byly provedeny na 95% stupni spolehlivosti, p-hodnoty <0,05 a byly povazovany

za statisticky vyznamné.

16. Vysledky

16.1. Klinicky vyzkum

Geny odlisné exprimované v tkanich kolorektalniho karcinomu

Exprese MUC13 a miR-4647 byly analyzovany a porovnany. Celkové MUCI3 a miR-
4647 byly v nasi zkoumané skupiné exprimovany odlisné: vyssi hladiny exprese MUC13
byly pozorovany ve tkani tumoru ve srovnani s ptilehlou slizni¢ni tkani (0,32-ndsobna
zména - 32% zvySeni, p=0,02, (Obrazek ¢. 22. A)). Oproti tomu u miR-4647 jsme
pozorovali trend opacny, a to niz$i hladinu exprese v nadorovych tkanich, (0,17-ndsobna
zména - 17% pokles, p=0,05, v tomto potadi, (Obrazek €. 22. B)). Negativni korelace
mezi hladinami exprese MUC13 a miR-4647 byla pozorovana v tkani tumoru i v ptilehlé
nemaligni tkani, (Spearmanova korelace r=-0,21, p=0,02 a r=-0,25, p=0,006, v tomto
pofadi, (Obrazek ¢. 23. A, B)). Signifikantn€ vyS$i stupen exprese miR-4647 byl
pozorovan u zen s porovnanim k muzim. (0,20-ndsobnd zmeéna - 20% nartst, p=0,009).
Pacienti, ktefi neabsolvovali neoadjuvantni chemoterapii, méli niz§i hladinu exprese
miR-4647 v porovnani pacienty po neoadjuvantni chemoterapii (0,53-ndsobna zména —

53% pokles, p=0,05, v tomto potadi).
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Nebyly pozorovany zadné dalsi souvislosti s klinicko — patologickymi daty. VSechny
udaje jsme shrnuli do nasledujici tabulky a obrazki. (Tabulka IV.) (Obrazky €. 24. A,
B, C, D, E, F), kde 100 % ptedstavuje zdravou tkan.
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Obrazek €. 22. Exprese MUC13 a souvisejici miR-4647 u pacientt s kolorektalnim karcinomem
(A) Exprese MUC13 v nddorové a nemaligni tkani (B) Exprese miR-4647 v nadorové a nemaligni

tkani, (celkem N=187), *p < 0,05; ***p < 0,001.
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15+ Spearman r=-0.25, p=0.006

miR-4647
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[

Obrazek ¢. 23. Vyjadieni korelace analyzovanych genti (A) Negativni korelace MUCI3 a
miR-4647 v nadorové tkani, (B) Negativni korelace MUCI3 a miR-4647 v nemaligni tkani,
(Celkem N=187).

Tabulka IV. Nasobna zména v expresi analyzovanych gend.

MUCI3 miR-4647

Nasobnd Hodnota Nasobna Hodnota

zmeéna P zmeéna P
Relativni exprese 0,32 0,02 -0,17 0,05
(tumor vs. normalni
sliznice)
Pohlavi 0,85 0,23 0,20 0,009
(zenské vs.muzské)
Stratifikace 0,58 0,13 -0,29 0,81
(kolon vs. rektum)
Neoadjuvantni terapie -0,04 0,64 -0,53 0,05

(ne vs. ano)
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Obrazek ¢. 24. Rozdil nasobku zmény ve vyjadieni stupnice log2 MUCI13 a miR-4647

(A) Exprese MUCI3 v nddorové a nemaligni tkéni stratifikované pro tlusté stfevo a konecnik.

(B) Exprese MUC13 v nadorové a nemaligni tkani stratifikované pro muze a zeny. (C) Exprese

MUCI3 vnadorové a nemaligni tkani stratifikované pro pacienty, kteti dostavaji nebo nedostavaji

neoadjuvantni terapii. (D) Exprese miR-4647 v nadorové a nemaligni tkani stratifikované

pro tlusté stievo a kone¢nik. (E) Exprese miR-4647 v nadorové a nemaligni tkani stratifikované

pro muze a zeny. (F) Exprese miR-4647 v nadorové a nemaligni tkani stratifikované pro pacienty,

ktefi dostavaji nebo nedostavaji neoadjuvantni terapii, (celkem N=187), *p < 0,05; ***p < 0,001.

64



Rozdil miRNA exprese v tkani kolorektdalniho karcinomu

Abychom mohli dale poukdzat na dilezitost analyzy exprese miR-4647 a MUCI13

u kolorektalniho karcinomu, analyzovali jsme jejich spojitost s celkovym ptezitim (OS).

Pozorovali jsme, Ze vyssi stupeni exprese MUCI3 (Obrazek €. 25. A, log rank p= 0,05)
a miR-4647 (Obrazek €. 25. B, log rank p=0,03) je spojen s horsi progndzou a piezitim
pacientti. Predpokladame, Ze miR-4647 je vazana na rs1532602 v MUCI3 genu
u homozygotnitho GG genotypu. AvSak v pfitomnosti varianty homozygotniho AA
genotypu se miR-4647 na MUCI3 gen nevaze. (Obrazek ¢. 19.) Nedavno bylo
publikovano, Ze varianta homozygotniho AA genotypu rs1532602 v miRNA
ve vazebném misté MUC13 je spojena s niz$im rizikem vzniku kolorektalniho karcinomu
(Sheng, 2017). Je zajimavé, Ze pacienti nesouci homozygotni GG genotyp pro rs1532602
v MUCI3 spolu s vys$si stupném miR-4647 vykazovali hor§i OS (log rank p=0,04,
(Obrazek €. 26. A), (Tabulka V.)) To by mohlo vysvétlit kontroverzni pozorovani
vyssich hladin exprese miR-4647 a horsiho pieziti pacientt. Zadné dalsi signifikantni
asociace s prezitim pacientll nebyly pozorovany pro heterozygoty, ani variantni genotypy.
(Obrazek €. 26. B a C) Kromé toho jsme také provedli analyzy pieziti rozdelujici
pacienty podle miRSNP rs1532602. Nebyly zaznamenany zadné vyznamné souvislosti

s prognézou pacientil.
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Obrazek ¢. 25. Kaplan-Meierovy OS kiivky stratifikované pro vysokou a nizkou expresi pro (A)
MUCI3 (p=0,05) (B) miR-4647 (p=0,03), (celkem N=187). Analyza pteziti byla provedena

pomoci log-rank testu a zobrazena do Kaplan-Meierovych grafi.
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miR4647 AG genotype
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Obrazek ¢. 26. Kaplan-Meierovy OS kiivky stratifikované pro rs1532602 MUCI3 u pacientl
s CRC s (A) homozygotni genotyp GG (p=0,04), (B) heterozygotni genotyp GA, (C)
homozygotni variantni genotyp AA. Analyza pteziti byla provedena pomoci log-rank testu

a zobrazena do Kaplan-Meierovych grafu.

Tabulka V. Vztahy mezi zkoumanymi proménnymi a piezitim hodnocené pomoci Spearmanovy
korelace pro pacienty s kolorektalnim karcinomem nesouci homozygotni genotyp GG

pro 151532602 v genu MUC13

MUCI3 miR-4647 cas
MUCI3 1 -0,33 -0,005
0,32 0,99
miR-4647 1 0,63
0,04
¢aj 1
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Imunohistochemie

Celkem bylo zahrnuto do studie a analyzovano 44 vzorkid od pacientli na pozitivitou
MUCI13 v tumoru a piilehlé nemaligni tkdni. Tento postup nebyl komercné dostupny pro

miR-4647.

Jako kontroly byly analyzovany vzorky nemaligni tkan€ lidského ilea, colon ascendens
arekta. U vSech vzorkl se imunohistochemicky stanovila relevantni pozitivita MUC13
v bunikach epitelu — enterocytech a poharkovych buitkach. MUCI13 byl lokalizovan
na apexu enterocytll na jejich povrchu. V nemaligni tkani ilea byl MUC13 detekovan
hlavné¢ na spodiné Lieberkiinovych krypt, na vrcholku klki ilea v cytoplazmé enterocytii
a také byl s vysokou pozitivitou detekovdin na spodiné poharkovych
bunék. (Obrazek ¢. 27. A) V nemaligni tkéni tlust¢ho stfeva byla pozorovana zména
pozitivity MUC13. Exprese MUC13 byla rovnomérnéji rozmisténa v kryptach a naopak
byla vyraznéjsi v enterocytech v blizkosti stfevniho lumen. (Obrazek €. 27. B) V rektu

byla pozorovana vyraznéjsi pozitivita v kryptach i v enterocytech. (Obrazek €. 27. C)
Tkarn a stroma kolorektalniho karcinomu

Pozorovali jsme vys$i intenzitu exprese MUC13 v tkani nadoru pfi porovnani s okolni
tkani bez nadoru (32,57 % versus 5,04 %). Ve vétsiné ptipadu byla detekovana pozitivita
MUCI13 v cytoplazmé nadorovych bun€k a v nékterych bunkach stromatu.
(Obrazek €. 27. D) U néekterych vzorkli nadorovych tkani byly detekovany i pozitivni
cévy s MUCI13. Endotelidlni bunky ve vrchni vrstv€ lumindlni ¢asti endotelu a
leiomyocytt ve sténé cév byly pozitivni na MUCI13. (Obrazek €. 27. E) Mucindzni

Cvwr

komponenty dle intenzity barveni (25 % vs. 34 %).
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Obrazek €. 27. Imunohistochemické barveni MUCI13 v (A) nezhoubné ileum, (B) nezhoubné
tlusté stievo, (C) nezhoubny konecnik, (D) pozitivni cytoplazma rakovinnych bunék a (E)
pozitivni endotelialni bunky (F). Obrazek z Ellipse softwaru rakovinnych bun¢k pomoci metody
pocitani bodu, kde Zluté body znamenaji pozitivitu pro mucin 13, zelené body znamenaji

negativitu.

Abychom zjistili, jestli existuje rozdilnd distribuce exprese MUCI13 v nddorové tkani
anemaligni tkéani, stratifikovali jsme populaci pro genotyp rs1532602 genu MUCI3.
Z4dna signifikantni distribuce exprese MUC13 nebyla pozorovana, ackoliv pacienti
s homozygotni AA varianti genotypu prokézali niz$i hladiny exprese MUC13 ve tkani
stumorem 1 v tkdni nemaligni v porovnani v homozygotnim genotypem GG.

(Obrizek & 28. A, B)

Analyzovali jsme vztah MUCI13 k OS, abychom dale podpofili potencialni dileZitost
urovni exprese MUC13 u kolorektalniho karcinomu. Navzdory tomu, Ze jsme pozorovali
vy$si stupen exprese MUC 13. ((Obrazek €. 28. C), log rank p= 0,5), ktery byl spojen

s hor§im prezitim pacientil, tato asociace nebyla statisticky vyznamna.
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Obrazek ¢. 28. (A) Hladiny exprese IHC MUCI13 v nadorové tkani, (B) Hladiny exprese IHC
MUCI13 v nemaligni tkani, (C) Kaplan-Meierovy kifivky OS stratifikované pro vysoké a nizké
hladiny exprese IHC MUCI13 (celkem N=44).

Charakteristiky histologickych ftezi a mikroskopickych obrazovych poli, které
ptredstavuji kazdy pouzity vzorek kolorektalniho tumoru pro odhad parametrti, 1ze nalézt

v nasledujicich tabulkach. (Tabulka VI. a VII.)
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Tabulka VI. Charakteristika histologickych fezi a mikroskopickych obrazovych poli

reprezentujicich kazdy vzorek kolorektalniho nddoru pouzity pro odhad parametra.
*plocha frakce AA (plocha na plochu, bezrozmérny pomér) mucinu 13 ve stfevni sténé

Kvantitativni Pouzity Vzorky Obrazkové Pocet sectenych
. . pole . ; .

parametr mikroskop | odebrané odebrané udalosti na pacienta

pacientovi na | na pacienta

kvantifikaci
A4 (mucin 13, CRC a | 40x 1 8 259  prasecikd v
Jjeho stroma)* priméru s MUCI13

pozitivnich oblasti

A4 (mucin 13, prilehla | 40x 1 8 40  pruseciki v
peritumorozni praiméru s MUCI13
sliznice) * pozitivnich oblasti

Tabulka VII. Plosna frakce MUC13 AA (plocha na plochu, bezrozmérny pomér; na zakladé

imunohistochemické detekce) ve stievni sténé€ vzorkl kolorektalniho karcinomu. Kvantitativni

histopatologie byla provedena pomoci stereologickych metod a softwaru Ellipse.

Tkan tumoru

Prilehla nemaligni tkan

Cislo Aa - Plo3ny zlomek z MUC13 Aa -Plo$ny zlomek z MUC13
pacienta (plocha na plochu) (%) (plocha na plochu) (%)
1 33,96 4,04
2 35,98 2,53
3 30,18
4 24,62 3,28
5 45,45
6 39,77 12,12
7 35,61
8 17,42
9 28,79 6,44
10 38,26
11 50,38 2,78
12 33,84
13 40,28
14 26,77 4,55
15 23,36
16 44,82 0,63
17 31,69
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18 48,86 4,92

19 31,44 1,39
20 20,83
21 50,00 4,17
22 36,49 7,95
23 17,93
24 19,95 7,32
25 26,39
26 12,88 4,29
27 28,28 0,51
28 33,21 4,80
29 29,17
30 39,27 5,30
31 30,30
32 36,49
33 39,52 5,68
34 10,61 3,41
35 38,01 11,36
36 17,55
37 35,80 5,05
38 42,55 15,78
39 36,99 2,15
40 17,17 2,65
a1 32,07 6,94
42 33,59 0,13
43 46,72 5,93
a4 40,03

16.2. Vyzkum zaloZeny na bunécénych liniich
Stanoveni stavu genotypu MUCI13

K posouzeni MUCI3 genotypu pro rs1532602 v obou bunéénych linii byl proveden
genotypovy screening pomoci testu alelické diskriminace TagMan. Obé bunécné linie,
HCT-116 a DLD-1, prokazaly heterozygotni GA genotyp pro MUCI3 1s1532602.
Abychom zjistili, jestli buné¢né linie transkribuji obé alely nebo ne, sekvenovali jsme
odpovidajici MUCI3 cDNA. Bylo potvrzeno, Ze obé bunétné linie exprimovaly obé

alely (G a A alelu) MUC13 rs1532602 ve stejné koncentraci. (Obrazek €. 29.)
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Obrazek ¢. 29. Stanoveni transkribovanych alel v bunééné liniit CRC HCT-116 a DLD-1, které
prokazaly heterozygotni genotyp GA pro MUC13 rs1532602.

Stanoveni ucinnosti transfekce

K analyze efektu miR-4647 na bunéfnou migraci a tvorbu kolonii jsme nejprve
optimalizovali proces transfekce odpovidajiciho miR-4647 prekurzorim. Buiky
HCT-116 a DLD-1 byly transfektovany pomoci Lipofectamine RNAIMAX s miR-4647
a ucinnost byla nasledné stanovena pomoci RT-qPCR 24, 48, 72 a 96 hodin po transfekci.
(Obrazek ¢. 30. A, B)

Zaznamenali jsme signifikantn€ vyssi hladiny tumorsupresorové miR-4647. Ve vétsiné
pfipadi byl nejvyznamnégjsi ucinek zaznamendn 24 hodin po transfekci. Nadmérna
exprese miR-4647 inhibovala MUCI13 mRNA expresi ve srovnani s negativni kontrolou
vHCT-116 ((Obrazek ¢. 30. A), p=0,05) a DLD-1 bunkach ((Obrazek ¢. 30. B),
p=0,003). Umlceni exprese proteinu MUCI13 pomoci miR-4647 bylo konfirmovano
Western blotem. (Obrazek ¢. 30. C)
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Obrazek &. 30. Uinnost transfekce
Utinnost transfekce pomoci miR-4647 napodobuje v (C) DLD1 a (D) HCT116 buiikach. C).
Western blot uml¢eni MUCI13 pomoci miR-4647*p < 0,05, **p< 0,01, ***p<0,001; vSechny

prezentované vysledky jsou primérem 3 nezavislych experimentti, Mann-Whitney test

Aby se ur€ilo, zda analyzovand miR-4647 ovliviiuje buné€nou homeostazu, byly bunky
HCT-116 a DLD-1 transfekovany prekurzorem miR-4647 a enzym adenylatkinaza
v bunééném médiu byl méfen 48 hodin po transfekci. Pozorovali jsme, Ze up-regulacni

exprese miR-4647 neovlivnila bunécnou homeostatickou sit’. (Obrazek €. 31 A a B)
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Obrazek €. 31. Hladiny exprese MUC13 po zvySené expresi miR-4647
(A). Stupen adenylat kinazy po miR-4647zvysené expresi v DLD1 (B) HCT-116 cells
*p < 0,05, **p< 0,01, ***p<0,001, NC kontrolni bunky; vSechny prezentované vysledky jsou

primérem 3 nezavislych experimentli, Mann-Whitney test.

MiRNAs inhibuje tvorbu kolonii a migraci bunék kolorektdlniho karcinomu

Pro stanoveni efektu ¢inku miRNA na pteziti bun€k byla hodnocena zavislost riistu
pomoci testu tvorby kolonii. Po 12 dnech, bunky HCT-116 a DLD- 1 transfekované
pomoci testované miR-4647 tvofily vyznamné méné kolonii nez bunky transfekované
pomoci kontrolnich oligonukleotidi (miR-4647: HCT-116 s20% snizeni, p=0,03;
DLD-1 s 57% poklesem, p=0,05, v tomto potadi; (Obrazek €. 32. A a B, ¢. 33.)). Ke
zkoumani U¢inki miR-4647 na invazivni chovani rakovinovych bunék byl pouzit test
migrace. Schopnost migrace bunék kolorektalniho karcinomu po transfekci pomoci
miR-4647 byla redukovana u obou bunéfnych linii (miR-4647: HCT-116 s 37%
poklesem, p=0,002; DLD-1 s 46% snizenim, p=0,001, v tomto potadi; (Obrazek ¢&. 32. C
a D, ¢. 33.)).
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Obrazek €. 32. VIliv nadmérné exprese miR-4647 na rust a invazni chovani bunék CRC
(A) Vliv nadmérné exprese miR na rast bunék DLD1 a (B) HCT116. (C) Invazivni chovani
nadmérné exprese miR na buiikach DLD1 a (B) HCT116. *p < 0,05, **p< 0,01, ***p<0,001, NC
kontrolni buiiky; vSechny prezentované vysledky jsou prumérem 3 nezavislych experimentil,

Mann-Whitney test.
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Obrazek ¢. 33. Reprezentativni udaje z testli tvorby kolonii a migrace. (A) Reprezentativni
obrazky z testu tvorby kolonii s a bez (ctrl) pouziti napodobenin miRNA, (B) Reprezentativni
obrazky z testu migrace s a bez (ctrl) pouziti napodobenin miRNA, (C) Reprezentativni obrazky

z test tvorby kolonii s a bez (ctrl) pouziti tlumi¢e MUCI3.
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Umliceni MUC13 ovliviiuje tvorbu kolonii a migraci bunék kolorektdlniho karcinomu.

Abychom zjistili, jak snizena hladina MUCI3 ovliviiuje chovani bun¢k kolorektalniho
karcinomu, umlceli jsme MUCI3 pomoci siRNA v buitkdich HCT-116. Stupen umlceni
MUCI3 mRNA a expresi proteinu v bunkdch HTC — 166 jsme potvrdili pomoci
RT-gqPCR a Western blotu. (Obrazek €. 34. A, B) Nizsi stupenn exprese MUCI3 jsme
potvrdili potla¢enim tvorby kolonii (33% snizZeni, p=0,02, (Obrazek ¢&. 34. C)) a bunécéné
migrace (64% snizeni, p=0,0003, (Obrazek ¢. 34 D)). Tento ucinek byl také pozorovan
po umélé nadmérné expresi miR-4647, tato data mohou poukazovat na roli MUCI3

v butikach kolorektalniho karcinomu.
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0.0003
: ctrl siMUC13
.g 0.0002 -
“ - — -MUC13
Z 0.0001
; B W - GAPDH
0,0000 -
& “Qc"{b
C ° D
150+ 404

30+
100+

migration

50

colony number

® & & i
&

2 &

Obrizek & 34. Uginek umléeného MUCI3 na riist a migraci bunék HCT116 (A) Kontrolni
exprese MUCI3 po umlceni (B) The Western blot uml¢eni MUI3(C) Vliv umléeni MUCI3 na
rust bun¢k CRC. (D) Invazivni chovani bunék po umléeni MUCI3. *p <0,05, **p<0,01,
**%p<0,001, NC kontrolni bunky; vSechny prezentované vysledky jsou priimérem 3 nezavislych

experimentd, Mann-Whitney test.
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17. 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 kolorektalniho
karcinomu. Bylo zjisténo, Ze mucindzni kolorektalni karcinomy jsou spojeny s kratsi
dobou pieziti a vyssim stadiem TNM Kklasifikace pfi stanoveni diagndzy. Tyto vysledky
nas inspirovaly, abychom se na tuto problematiku zaméfili a detailné prostudovali roli
miRNA ve vztahu k regulaci MUC13. V piredkladané disertacni praci jsme analyzovali
in silico predikovanou osu MUCI3 — miR-4647 a poukézali na asociaci jejich rozdilné

exprese v preziti pacientil.

Nejprve jsme potvrdili, ze exprese MUCI3 poklesla po uméle navozeném navyseni
exprese miR-4647 v bunikach pomoci RT-qPCR. Dale jsme pozorovali snizenou expresi
miR-4647 v lidské tkani kolorektalniho karcinomu 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 pfeZivanim pacientli s CRC. Tato zjisténi byla také potvrzena na funkcénich
testech in vitro, kde buiiky s nizsi expresni hladinou MUC13 mély niZ§i schopnost tvorby
kolonii. Kromé& toho bunky kolorektalniho karcinomu 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 sekven¢nim misté rs1532602 genu MUC1 3.
Tato pozorovani zjistila, Ze horsi pieZivani bunék s kolorektalnim karcinomem muze byt
asociovano s genem MUCI3, a ne zvySenou sekreci miR-4647. VySssi stupenn exprese
miR-4647 v kolorektdlnim karcinomu byl zarovei spojen s krat§im ptezivanim
zjiSténim byl vliv vy$siho stupné exprese miR-4647 na preziti pacientli, 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 mliZze mit efekt na posttranskripéni regulace zprostiedkované
jednotlivymi SNP. Z toho diivodu nemtizeme v souc¢asné dob¢€ vyloucit, Ze pozorované

klinické fenotypy mohou byt vysledkem rtznych kombinaci miRNAs navazujici
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na n¢kterou z predpoklddanych SNP. Navic neddvné 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 horSim
prezivanim pacientti s CRC. Tato kontroverzni asociace s naSimi udaji by méla byt
zvazovana opatrné. Jednou z hypotéz by mohla byt skute¢nost, ze podle Targetscanu, je
dal§im cilem miR-4647 tumor nekrotizujiciho faktor, rereptor superrodiny, ¢len 13
(TNFRSF13C), ktery hraje dulezitou roli v homeostaze B bun¢k, procesech imunitniho
systému, adaptivni imunitni odpovédi, a signalizacni cesté¢ zprostfedkované tumor
nekrosis faktorem nadoru a atd. MiRNAs pracuji s pfesnym nastavenim translace
prostiednictvim specifickych vazeb mRNA. Negativni regulace exprese genu
TNFRSF13C prostiednictvim miR-4647 inhibuje jeho translaci a zpiisobuje degradaci
cilové mRNA. Spojeni hor§iho pfeziti pacientil s vyS$$im stupném exprese miR-4647 by
takto mohlo byt vysvétleno. Sheng a kol. pozorovali, ze MUC13 podporuje tvorbu TNF
zpusobenou NF-kB aktivaci za pomoci TNFR1 a E3 ligazy, coz zvySuje ubiquitinaci

RIPK1 (2013).

Pacienti nesouci homozygotni genotyp GG pro rs1532602 v MUCI3 spolu s vysSimi
hladinami miR-4647 vSak vykazovali hor§si OS. To by mohlo vysvétlit pozorovani

vyssich hladin exprese miR-4647 a horSiho preziti pacientd.

Ve zdravém tlustém stievé byl MUC13 detekovan jako tenkd vrstva na apikalnim povrchu
zlaz. V nadorové tkani byla pozorovana vyssi intenzita exprese MUC13 v porovnani s jeji
prilehlou nenddorovou tkani. Pozitivita MUCI3 byla detekovdna 1 v cytoplazmé
nadorovych bunc¢k. Na druhou stranu v nas$i studii mucinézni tumory exprimovaly
MUCI13 na niZsi urovni na zaklad€ niz$i intenzity barveni v porovnani s adenokarcinomy
(25 % vs. 34 %). Ve vyse uvedené studii jsme pozorovali vyssi expresi MUC13 u tumort
v porovnani s pfilehlou nenddorovou tkani stfeva. Dalsi studie prokazi pfesnéjsi vztah

mezi expresi MUC13, stadiem tumoru a prognoézou maligniho procesu.

Deregulace exprese MUCI3 byla pozorovana u karcinoml vaje¢niku, slinivky biisni,
zaludku a kolorektalniho karcinomu (Gupta, 2012, Chauhan, 2009 a 2012, Shimamura,
2005, Walsh, 2007). Potvrdili jsme, Ze pacienti s kolorektdlnim karcinomem s vys§im
stupném exprese MUCI3 v nadorové tkani maji horSi progndézu a kratS$i pieziti

v porovnani s pacienty s niz$im stupném exprese.
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Tato pozorovani souhlasi se studiemi Grupta a kol. (2012, 2014). Naopak, Packer a kol.
uvedli, ze stupet mRNA MUCI3 byl nizsi u kolorektalniho karcinomu, ale jednalo se
o malou studii, pouze s 23 vzorky tlustého stfeva s karcinomem a 6 vzorky nemaligni
tkané tlustého streva (2004). MUCI3 mRNA byla také identifikovana v krvi pacienti
s kolorektalnim karcinomem, avsak MUCI3 mRNA byla také detekovana v krvi
zdravych jedinct (Lauriola, 2010). Sheng a kol. pozorovali, ze MUC13 by mohl chranit
epitelialni buiiky tlustého stteva pred apoptdzou (2017, Linden, 2008) a to pomoci cileni
MUCI13 a MUCI13 regulované drahy, které senzibilizujici rakovinové builky k smrti
a z toho diivodu by tato signaliza¢ni draha mohla pfedstavovat slibny cil k 1é¢b¢ rakoviny

(Williams, 2001).

Chauchan a kol. prokézali, ze exprese MUC13 zvySila expresi HER2 u riznych typt
bunécnych linii a Ze zablokovani MUCI13 vedlo k sniZeni exprese HER2 (2012). HER2
patii do rodiny receptori pro lidsky epidermalni rustovy faktor (EGFR/ErbB)
receptorovych tyrozinkindz, které se Siroce podileji na vzniku rakoviny u lidi (Settleman,
2015) a ovliviiuji patogenezi karcinomii (Chaturvedi, 2015). Ackoliv se vi, Ze aktivace
receptorll zavisi na jejich interakci s urcitym ligandem, doposud nebyl identifikovan
zadny rozpustny ligand, ktery by se vazal na HER2 receptory. Vyzkumy vSak naznacuji,
ze aktivace ErbB receptorii by mohla byt potencovana proteiny, jako jsou MUC1 a MUC4
(Chaturvedi, 2008). Exprese MUC13 na povrchu buné€k kolorektalniho karcinomu muiZze
také ovlivnit ristové charakteristiky tumoru prostfednictvi interakci s receptory riistového
faktoru c-erbB, modulaci adheze a interferaci pomoci rozpozndvani imunitnim
systémem. Duan a kol. navrhli, ze MUC13 exprimovany na krevnich destickach potkant
se ucastni interakce krevnich desti¢ek s endotelidlnimi bunikami (1998). Pravdépodobné
stejnym mechanismem MUCI3 na nadorovych bunikach interaguje s endotelidlnimi
ligandy béhem metastazovani (Williams, 2001). MUCI13 uvoliiovany z povrchu
nadorovych bunék by mohl byt dilezitym diagnostickym cilem ke zji$téni jeho hladin
v séru pacientl s gastrointestinalnimu karcinomy.

V praxi existuje vyznamna klinické potieba identifikovat biomarkery, které by odhalily
casné faze kolorektalniho karcinomu. Takovéto markery by mohly hrat ptidatnou roli
v detekci kolorektalniho karcinomu a stanoveni spravného typu chemoterapie a ptipadné
1 moznost monitorace odpovédi na 1écbu. Soucasné pii vyzkumu identifikace biomarkeri

v

je cil vyvijet 1 zajistit nové a presnéjsi cile terapie.
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MiRNA ovliviiuje nejen riizné biologické procesy, ale i se podili na procesu progrese
a metastazovani u lidské rakoviny (Detassis, 2017). Deregulace miRNA je asociovana
s mnoha typy onemocnéni véetné rakoviny. Tato zjisténi o vyznamu miRNA pfi vzniku
rakoviny vedla k rozvoji vyzkumu, ktery by umoznil 1é¢ebny zdsah a ovlivnéni této
regulacni cesty, jako novy terapeuticky cil. Nedavno dosahlo jiz n¢kolik terapeutik
ovliviiyjici miRNA klinického vyvoje (Rapaimoole, 2017). V souladu s vyse uvedenymi

poznatky v nasi studii miR-4647 potlacoval rast 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 predpokladat,
ze zmény pozorované v hladinach exprese miR-4647 by tedy mohly souviset s pohlavim

pacientli, namisto MUC13 nebo CRC.
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18. Zavér

Tato studie se zabyvala in silico predikovanou osou MUC13 — miR-4647 u kolorektalniho
karcinomu. Nase data prezentovala zdsadni roli MUCI3 na piezivani pacientl a tim
padem se osa MUC13 — miR-4647 zda byt velice nad€jna s ohledem na nové terapeutické
pfistupy. Potvrdili jsme, ze stupeil exprese MUCI 3 poklesl po uméle navozené navysené
expresi miR-4647 pomoci RT-qPCR. Déle jsme pozorovali snizenou expresi miR-4647
u lidské tkan¢ kolorektalniho karcinomu v porovnéni s okolni zdravou tkani bez tumoru
a zvyseni exprese MUC1 3 u kolorektdlniho karcinomu. Naopak pfti nizsi exprest MUC13
méli pacienti s CRC delsi prezivani. Dale jsme dokézali, ze buniky kolorektalniho
karcinomu se zvySenou expresi miR-4647 tvoii vyznamné mén¢ kolonii a projevuji nizsi
schopnost migrace. Tato pozorovani zjistila, ze horsi prezivani pacientd s kolorektalnim
karcinomem mitiZze byt asociovano s genem MUCI3 a se sniZzenou expresi miR-4647.
Timto bychom mohli potvrdit nasi hypotézu, ale k detailnéjSimu pochopeni dané

problematiky bude potieba dalsiho zkoumani.

MUC13 uvolnény z povrchu nadorovych bun¢k by mohl byt dilezitym diagnostickym

cilem ke zjiSténi jeho hladin v séru pacientli s gastrointestindlnimu karcinomy.

Existuje ditkaz, Ze miRNA SNP mohou hrat zasadni roli pti pfedpovidani rizika rakoviny,
odpovédi na l1écbu a vysledku. Pochopeni faktort pfispivajicich k riziku rakoviny mtize
predstavovat silny nastroj do budoucna pro klinické 1ékatre a genetické poradce, stejné
jako pro prohlubovani naSeho chapani biologie rakoviny. Pokud by byla identifikovana
jedna rizikova alela nebo signatura alel, mohli by klini¢ti 1ékatfi doporucit konkrétni
skupiné pacientli, aby zahajili diivejsi, Castéj$i a intenzivnéjsi screening nebo jesté
piisnéjSi preventivni opatfeni v nad¢ji, Ze zabrani nemoci nebo ji zachyti diive
v lécitelném stadiu. Také je zajimavé, ze jelikoZ jsou miRNA stimulovany vnéjSimi
podnéty, bylo by mozné pacienty s takovymi SNP poucit o tipravé faktort zivotniho stylu,
aby se udrZela homeostaza jejich zdédénych rozdilt. Tato cesta aktivniho vyzkumu se
muZe ukazat jako nejslibng;jsi.

Vzhledem k uvedenym vysledkim se osa MUCI3 — miR-4647 u kolorektalniho
karcinomu zda byt velice nad€nd sohledem na nové terapeutické piistupy.
Predpokladame, ze MUCI13 by mohl piedstavovat signifikantni potencial pro screening,

diagnozu a 1écbu rakoviny.
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19. Souhrn

Kolorektalni karcinom je nadorové onemocnéni tlustého stfeva s celosvétovym

vyskytem. Patfi mezi nejcCastéjsi malignity a ptedstavuje zavazny zdravotni problém.

V teoretickém Givodu prace jsme se zabyvali incidenci CRC v CR a ve svéte. CRC je v CR
dle UZIS druhou nejéastéj§i malignitou, celosvétové se jedna o tieti nejéastdjsi malignitu.
Nalez CRC ptevazuje u muzi mezi 65-79 rokem. Zabyvali jsme se rizikovymi faktory
rozvoje CRC po prozkoumani dostupné literatury. Na moZznosti screeningovych vysetieni
jsme se podrobné zaméfili a popsali v dané kapitole naSi prace. Zabyvali jsme se
stangingem onemocnéni a moznymi onkomarkery a biomarkery pro stanoveni prognozy
a nejlepsiho terapeutického ptistupu. CRC jsme rozdélili podle jeho etiologie i lokalizace
primarniho vzniku. Mozné teorie vyvoje CRC jsme podrobné popsali. V zavéru nasi
teoretické Casti jsme se zaméfili na mozné klinické pfiznaky a terapeutické moznosti

u CRC.

Nejvétsi pozornost jsme vénovali nddorim produkujici mucin a samotnému mucinu,
ktery je u nadorh, které ho produkuji, povazovan za negativni prediktivni faktor.
V experimentalni ¢asti jsme zkoumali vybrany mucin MUC13 a jeho osu s miRNA-4647.
Vysledkem naSich klinickych testi bylo, ze MUCI3 je spojen s horsi prognodzou
onemocnéni, pficemz buiiky v testech vykazovaly vyssi mitotickou aktivitu a schopnost
migrace. Naopak u miRNA byl efekt opacny, nadorové bunky s vys$§im stupném exprese
maji niz8i schopnost migrace a prezivani.

s CRC, ktera doposud nebyla analyzovéana dle dostupné literatury. Vyssi stupen exprese
miR-4647 u kolorektalniho karcinomu je spojen s vyS$Sim rizikem smrti u pacientl
s homozygotnim GG genotypem rs1532602 MUC!3. Dilezitym diagnostickym cilem
u pacientll s gastrointestinalnimi karcinomy by mohlo byt stanoveni hladiny MUCI13
v séru, ktery je uvolnény z povrchu nadorovych bun¢k. MUC13 a osa MUC13 — miRNA-
4647 se jevi jako slibnd cesta pro screening, stanoveni progndzy imozného

terapeutického zasahu.
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Summary

CRC is a cancer with worldwide occurrence. It is one of the most common malignancies

and represents a serious health problem.

In the theoretical part of the study we discussed the incidence of CRC in the Czech
Republic and worldwide. According to the Institute of Health Information and Statistics
of the Czech Republic, CRC is the second most common malignancy in the Czech
Republic and the third most common malignancy worldwide. Higher incidence
of colorectal cancer is found in males aged 65-79 years. We addressed the risk factors for
the development of CRC after reviewing current available literature. A specific chapter
of the study was dedicated to the possibilities of screening and description of the methods
used. We addressed the staging of the disease and possible oncomarkers and biomarkers
to determine prognosis and the best therapeutic approach. We classified CRC according
to its etiology and location of primary origin. The possible theories of CRC development
were also described in detail. We concluded the theoretical part of the study by reviewing

the possible clinical features and therapeutic options in CRC.

We specifically focused on mucin-producing tumours and mucin itself, which is
considered a negative predictive factor in mucin-producing tumours. In the experimental
part of the study the selected mucin MUCI13 and its axis with miRNA-4647 was
investigated. Our clinical assays showed that MUCI13 is associated with unfavourable
disease prognosis, with the cells in our assays showing higher mitotic activity and
migration ability. In contrast, the effect was opposite for miRNAs, with tumor cells with

higher expression levels having lower migration ability and survival capacity.

The most important and compelling finding of the study was the effect of higher
miR-4647 expression on the CRC patient survival, which has not yet been analysed to the
best of our knowledge. Higher expression levels of miR-4647 in CRC are also associated
with increased risk of death in patients with homozygous GG rs1532602 MUCI3
genotype.An important diagnostic tool in patients with gastrointestinal carcinomas may
be the determination of serum levels of MUC13, which is released from the surface of
tumor cells. MUC13 and the MUC13 — miRNA-4647 axis may hold a significant potential

in screening, prognosis determination, and possible therapeutic intervention.
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20. Legenda k obrazkiim a tabulkam
Legends to Figures and Tables

Obrazek ¢. 1. Mapa zobrazujici odhadované miry incidence standardizované podle véku (svét)
v roce 2020 (posledni aktualizace), kolorektum, obé pohlavi, vS§echny vékové kategorie, pievzato
z http://globocan.iarc.fr/ (GCO, 2021).

Figure 1. Map showing the estimated age-standardised incidence rates (worldwide) in 2020,
colorectum, both sexes, all age categories, retrieved from http://globocan.iarc.fr/ (GCO, 2021).

Obrizek & 2. Vyvoje incidence a mortality v dase v Ceské republice. pievzato ze SVOD
(Dusek 2022).

Figure 2. Evolution of incidence and mortality over time in the Czech Republic, retrieved from
SVOD (Dusek 2022).

Obrazek & 3. Vyvoj Indexu mortality/incidence v &ase v Ceské republice, pievzato ze SVOD
(Dusek 2022).

Figure 3. Evolution of the Mortality/Incidence Index over time in the Czech Republic, retrieved
from SVOD (Dusek 2022).

Obrizek ¢&. 4. Vyvoj stadii kolorektalni karcinomu v &ase v Ceské republice, pievzato ze SVOD
(Dusek 2022).

Figure 4. Evolution of colorectal cancer stages over time in the Czech Republic, retrieved from
SVOD (Dusek 2022).

Obrazek €. 5. Incidence CRC v roce 2008 mezi jednotlivymi staty, ptfevzato ze SVOD
(Dusek 2022).
Figure 5. Incidence of CRC in 2008 in different countries, retrieved from SVOD (Dusek 2022).

Obrazek €. 6. Incidence CRC v roce 2020 mezi jednotlivymi staty, prevzato z Global Cancer
Observatory (iarc.fr) (GCO, 2021).
Figure 6. Incidence of CRC in 2020 in different countries, retrieved from Global Cancer
Observatory (iarc.fr) (GCO, 2021).

Obrazek ¢. 7. Incidence/mortalita CRC v roce 2012 mezi jednotlivymi oblastnimi celky, prevzato
z Global Cancer Observatory (iarc.fr) (GCO, 2014).

Figure 7. Incidence/mortality of CRC in 2012 in different regional units, retrieved from Global
Cancer Observatory (iarc.fr) (GCO, 2014).

Obrazek €. 8. Rozlozeni CRC dle véku — incidence, mortalita, ptevzato ze SVOD (Dusek 2022).
Figure 8. Distribution of CRC by age - incidence, mortality, retrieved from SVOD (Dusek 2022).

Obrazek ¢. 9. Rozlozeni CRC v populaci dle pohlavi a vyvoje v ¢ase, pievzato ze SVOD
(Dusek 2022).

Figure 9. Distribution of CRC in the population by sex and evolution over time, retrieved from
SVOD (Dusek 2022).
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Obrazek €. 10. Mapa znazornujici odhadované vékové standardizované miry umrtnosti (svét)
v roce 2020 (posledni aktualizace) na 100 000 CRC, kolorektum, ob¢ pohlavi, v§echny vékové
kategorie, ptevzato z http://globocan.iarc.fr/ (GCO, 2021).

Figure 10. Map showing the estimated age-standardised mortality rates (worldwide) in 2020 per

100,000 CRC, colorectum, both sexes, all age categories, retrieved from http://globocan.iarc.ft/
(GCO, 2021).

Obrazek €. 11. Endoskopicky nalez stenozujiciho CRC (archiv autora).
Figure 11. Endoscopic presentation of stenosing CRC (personal archive of the author).

Obrazek €. 12. Stanley Cohen obdrzel Nobelovu cenu za medicinu v roce 1986, za objev EGFR,
prevzato z https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1986/cohen/biographical/ (Nobelprize,
2022).

Figure 12. Stanley Cohen received the Nobel Prize in Medicine in 1986 for the discovery of

EGFR, retrieved from https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1986/cohen/biographical/
(Nobelprize, 2022).

Obrazek ¢. 13. Vogelsteiniv model vicestupiiové kolorektalni neoplazie (oznaCované jako
adenoma—carcinoma sequence), prevzato z Promoter Methylation Precedes Chromosomal
Alterations in Colorectal Cancer Development, February 2006, Cellular oncology: the official
journal of the International Society  for  Cellular  Oncology 28(5-6):247-57,
DOI:10.1155/2006/846251 (Derks 2016).

Figure 13. Vogelstein model of a step-wise progression colorectal neoplasia (referred to as

adenoma-carcinoma sequence), retrived from Promoter Methylation Precedes Chromosomal
Alterations in Colorectal Cancer Development, February 2006, Cellular oncology: the official
journal of the International Society for Cellular Oncolog  28(5-6):247-57,
DOI:10.1155/2006/846251 (Derks 2016).

Obrazek ¢. 14. Stenozujici CRC sigmatu (archiv autora).
Figure 14. Stenosing CRC of the sigmoid colon (personal archive of the author).

Obrazek €. 15. Stenozujici CRC sigmatu na rozstfizeném preparatu (archiv autora).
Figure 15. Stenosing CRC of the sigmoid colon in a sectioned specimen (personal archive of the
author).

Obrazek €. 16. CRC na rozstiizeném preparatu po amputaci rekta (archiv autora).
Figure 16. CRC in a sectioned specimen after rectal amputation (personal archive of the author).

Obrazek €. 17. Neanatomicka resekce jater pro metastdzu CRC (archiv autora).
Figure 17 Non-anatomical liver resection for CRC metastasis (personal archive of the author).

Obrazek ¢. 18. Resekat metastazy CRC (archiv autora).
Figure 18. CRC metastasis resectate (personal archive of the author).

Obrazek €. 19. Grafické zndzornéni in silico predikované vazby miR-4647 v polymorfni sekvenci
MUC13 rs1532602.

Figure 19. Graphical representation of in silico predicted binding miR-4647 in polymorphic
sequence of MUC13 rs1532602.
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Obrazek ¢. 20. Lidské ileum pozitivni na protein MUCI13. Poharkové bunky pozitovni na
MUCI13 se nachazi na spoding stievnich krypt ilea.

Figure 20. The positive human ileum for MUC13 protein. The goblet cell MUC13 positivity is
present at the base of the intestinal crypts of the ileum.

Obrazek ¢. 21. Colon pozitivni na MUC13. Odlisna pozitivita MUC13-enterocytech v blizkosti
lumen stfeva a poharkovych bunkach v kryptach.

Figure 21. The positive human colon for MUCI13.The MUCI13 positivity is different —
in enterocytes close to lumen of the intestine and in goblet cells of crypts.

Obrazek ¢. 22. Exprese MUCI3 a souvisejici miRNA-4647 u pacientli s kolorektalnim
karcinomem (A) Exprese MUCI3 v nadorové a nemaligni tkani (B) Exprese miR-4647
v nddorové a nemaligni tkéani, (celkem N=187), *p < 0,05; ***p < 0,001.

Figure 22. Expression of MUC13 and related miRNA-4647 in colorectal cancer patients

(A) Expression of MUCI3 in tumor and non-malignant tissue (B) Expression of miR-4647
in tumor and non-malignant tissue, (Total N=187), *p < 0.05; ***p < 0.001.

Obrazek ¢. 23. Vyjadieni korelace analyzovanych genti (A) Negativni korelace MUCI3
a miR-4647 v nadorové tkani, (B) Negativni korelace MUCI3 a miR-4647 v nemaligni tkani,
(Celkem N=187).

Figure 23. Expression correlation of analyzed genes (A) Negative correlation of MUCI3 and
miR-4647 in tumor tissue, (B) Negative correlation of MUC13 and miR-4647 in non-malignant
tissue, (Total N=187).

Obrazek ¢. 24. Rozdil nasobku zmény ve vyjadieni stupnice log2 MUC13 a miR-4647

(A) Exprese MUC13 v nadorové a nemaligni tkani stratifikované pro tlusté stievo a kone¢nik. (B)
Exprese MUCI3 v nadorové a nemaligni tkani stratifikované pro muze a Zzeny. (C) Exprese
MUCI3 vnadorové a nemaligni tkani stratifikované pro pacienty, kteti dostdvaji nebo nedostavaji
neoadjuvantni terapii. (D) Exprese miR-4647 v nadorové a nemaligni tkani stratifikované pro
tlusté stfevo a kone¢nik. (E) Exprese miR-4647 v nadorové a nemaligni tkani stratifikované pro
muze a zeny. (F) Exprese miR-4647 v nadorové a nemaligni tkani stratifikované pro pacienty,
kteti dostavaji nebo nedostavaji neoadjuvantni terapii., (celkem N=187), *p <0,05; ***p <0,001.
Figure 24. The fold change difference in the expression of the log2 scale of MUC13 and miR-
4647 (A) Expression of MUC1 3 in tumor and non-malignant tissue stratified for colon and rectum.
(B) Expression of MUC13 in tumor and non-malignant tissue stratified for male and female. (C)
Expression of MUC!3 in tumor and non-malignant tissue stratified for patients receiving or not
receiving neoadjuvant therapy. (D) Expression of miR-4647 in tumor and non-malignant tissue
stratified for colon and rectum. (E) Expression of miR-4647 in tumor and non-malignant tissue
stratified for male and female. (F) Expression of miR-4647 in tumor and non-malignant tissue
stratified for patients receiving or not receiving neoadjuvant therapy., (Total N=187), *p < 0.05;
**%p <0.001.

Obrazek €. 25. Kaplan-Meierovy OS kiivky stratifikované pro vysokou a nizkou expresi pro (A)
MUCI3 (p=0,05) (B) miR-4647 (p=0,03), (celkem N=187). Analyza pfeziti byla provedena
pomoci log-rank testu a zobrazena do Kaplan-Meierovych grafii.

Figure 25. Kaplan-Meier OS curves stratified for high and low expression for (A) MUCI3
(p=0.05) (B) miR-4647 (p=0.03), (Total N=187). Survival analysis was performed using the log-
rank test and Kaplan-Meier plots approach.
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Obrazek ¢. 26. Kaplan-Meierovy OS kiivky stratifikované pro rs1532602 v MUC13 u pacientl
s CRC s (A) homozygotni genotyp GG (p=0,04), (B) heterozygotni genotyp GA, (C)
homozygotni variantni genotyp AA. Analyza preziti byla provedena pomoci log-rank testu
a zobrazena do Kaplan-Meierovych graft.

Figure 26. Kaplan-Meier OS curves stratified for rs1532602 in MUC13 in CRC patients with (A)
homozygous GG genotype (p=0.04), (B) heterozygous GA genotype, (C) homozygous variant
AA genotype. Survival analysis was performed using the log-rank test and Kaplan-Meier plots
approach.

Obrazek €. 27. Imunohistochemické barveni MUCI13 v (A) nezhoubné ileum, (B) nezhoubné
tlusté stfevo, (C) nezhoubny konecnik, (D) cytoplazma rakovinnych bunék a (E) endotelialni
rakovinné bunky. Obrazek z Ellipse softwaru rakovinnych bunék pomoci metody pocitani bodu,
kde zluté body znamenaji pozitivitu pro mucin 13, zelené body znamenaji negativitu.

Figure 27. Immunohistochemical staining of MUCI3 in (A) non-malignant ileum, (B)
non-malignant colon, (C) non-malignant rectum, (D) cytoplasm of cancer cells and (E)
endothelial cancer cells. Image from Ellipse software of cancer cells using the dot counting
method, where yellow dots mean positivity for mucin 13, green dots mean negativity.

Obrazek ¢. 28. (A) Hladiny exprese IHC MUCI13 v nadorové tkani, (B) Hladiny exprese IHC
MUCI13 v nemaligni tkani, (C) Kaplan-Meierovy kiivky OS stratifikované pro vysoké a nizké
hladiny exprese IHC MUCI13 (celkem N=44).

Figure 28. (A) IHC expression levels of MUCI13 in tumor tissue, (B) IHC expression levels of
MUCI13 in non-malignant tissue, (C) Kaplan-Meier OS curves stratified for high and low IHC
MUCI13 expression levels (Total N=44).

Obrazek ¢. 29. Stanoveni transkribovanych alel MUC13 v bunééné linii CRC HCT-116 a DLD-1,
které prokézaly heterozygotni genotyp GA pro MUCI3 rs1532602.

Figure 29. Determination of MUCI13 transcribed alleles in CRC cell line HCT-116 and DLD-1
evinced heterozygous GA genotype for MUC13 rs1532602.

Obriazek & 30. Utinnost transfekce: Uginnost transfekce pomoci miR-4647 napodobuje v (C)
DLDI a (D) HCT116 bunkach. C) Western blot uml¢eni MUCI13 pomoci miR-4647*p < 0,05,
¥ p< 0,01, ***p<0,001; vSechny prezentované vysledky jsou primérem 3 nezavislych
experimentt, Mann-Whitney test.

Figure 30. Transfection efficacy: Transfection efficacy by miR-4647 mimics in (A) DLDI1 and
(B) HCT-116 cells. (C) The Western blot of silenced MUC13 by miR-4647. *p <0.05, **p< 0.01,
**%p<0.001; all presented results are average of 3 independent experiments, Mann-Whitney test.

Obrazek ¢. 31. (A). Stupen adenylat kinazy po miR-4647zvysené expresi v in DLD1 (B) HCT-
116 cells *p < 0,05, **p< 0,01, ***p<0,001, NC kontrolni buiiky; v§echny prezentované vysledky
jsou prumérem 3 nezavislych experimentti, Mann-Whitney test.

Figure 31. (A) The adenylate kinase levels after miR-4647 over-expression in DLD1 (B) HCT-
116 cells *p < 0.05, **p<0.01, ***p<0.001, NC control cells; all presented results are average of
3 independent experiments, Mann-Whitney test.

Obrazek ¢. 32. VIliv nadmémé exprese miR-4647 na rust a invazni chovani bunék CRC
(A) Vliv nadmérné exprese miR na rist bunék DLD1 a (B) HCT116. (C) Invazivni chovani
nadmérné exprese miR na bunikach DLD1 a (B) HCT116. *p < 0,05, **p< 0,01, ***p<0,001, NC
kontrolni buniky; vSechny prezentované vysledky jsou primérem 3 nezavislych experimentt,
Mann-Whitney test.
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Figure 32. Effect of over -expression of miR-4647 on growth and invasion behavior of CRC
cells (A) The effect of miR over-expression on the DLD1 and (B) HCT116 cells growth. (C)
Invasive behavior of miR over-expression on the DLDI1 and (B) HCT116 cells. *p < 0.05,
*#p<0.01, ***p<0.001, NC control cells; all presented results are average of 3 independent
experiments, Mann-Whitney test.

Obrazek ¢. 33. Reprezentativni udaje z testli tvorby kolonii a migrace. (A) Reprezentativni
onrazky z testu tvorby kolonii s a bez (ctrl) pouziti napodobenin miRNA, (B) Reprezentativni
obrazky z testu migrace s a bez (ctrl) pouziti napodobenin miRNA, (C) Reprezentativni obrazky
z test tvorby kolonii s a bez (ctrl) pouziti tlumice MUCI13.

Figure 33. Representative figures from colony forming and migration assays.(A) The
representative pictures from colony forming assay with and without (ctrl) the use of miRNA
mimics, (B) The representative pictures from migration assay with and without (ctrl) the use of
miRNA mimics, (C) The representative pictures from colony forming assay with and without
(ctrl) the use of MUC13 silencer.

Obrizek & 34. Uinek umléeného MUCI3 na rist a migraci bunék HCT116 (A) Kontrolni
exprese MUCI 3 po ztiSeni (B) The Western blot ztiSeni MUC13(C) (C) Vliv uml¢eni MUC13 na
rust bunék CRC. (D) Invazivni chovani bun¢k po umléeni MUCI3. *p < 0,05, **p< 0,01,
*#*p<(0,001, NC kontrolni buiiky; vS§echny prezentované vysledky jsou prumérem 3 nezavislych
experimentd, Mann-Whitney test.

Figure 34. Effect of silenced MUCI3 on HCT116 cell growth and migration (A) The control
expression of MUC13 after silencing (B) The Western blot of silenced MUC13 (C)The effect of
MUC1 3 silencing on the CRC cells growth. (D) Invasive behavior of cells after MUC1 3 silencing.
*p < 0.05, **p<0.01, ***p<0.001, NC control cells; all presented results are average of
3 independent experiments, Mann-Whitney test.

Tabulka 1. TNM klasifikace posledni 8. vydani (ptfevzato z the Union for International Cancer
Control; TNM staging (8th edition) classification for colon and rectal cancer) (UICC, 2017).

Table I. TNM classification. the latest 8th edition (Retrieved from UICC the Union for
International Cancer Control; TNM staging (8th edition) classification for colon and rectal cancer)

(UICC, 2017).

Tabulka II. Klinické charakteristiky pacientt.
Table II. Patient’s clinical characteristics.

Tabulka III. Seznam validovanych testi TagMan, referenc¢nich genii, miRNA mimics a testi
siRNA, které maji byt pouzity jako referencni geny pro normalizaci dat.

Table I1I. List of validated TagMan assays, reference genes, miRNA mimics and siRNA assays
to be used as reference genes for data normalization.

Tabulka IV. Nasobna zména v expresi analyzovanych gend.
Table IV. Fold change difference in expression of analyzed genes.

Tabulka V. Vztahy mezi zkoumanymi proménnymi a pfezitim hodnocené pomoci Spearmanovy
korelace pro pacienty s kolorektalnim karcinomem nesouci homozygotni genotyp GG
pro rs1532602 v genu MUCI3.
Table V. The relationships between the examined variables and survival investigated using
Spearman’s correlation for colorectal cancer patients carrying homozygous GG genotype
for rs1532602 in MUC1 3 gene.
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Tabulka VI. Charakteristika histologickych fezli a mikroskopickych obrazovych poli
reprezentujicich kazdy vzorek kolorektalniho nadoru pouzity pro odhad parametrd.

Table VI. Characteristics of histological sections and microscopic image fields, representing each
colorectal tumor sample used for estimating the parameters.

Tabulka VII. Plosna frakce MUC13 AA (plocha na plochu, bezrozmérny pomér; na zakladé
imunohistochemické detekce) ve stfevni sténé vzorkid kolorektalniho karcinomu. Kvantitativni
histopatologie byla provedena pomoci stereologickych metod a softwaru Ellipse.

Table VII. The area fraction of MUC13 AA (area per area, dimensionless ratio; on the base of
immunohistochemical detection) within the intestine wall of colorectal tumor samples.
Quantitative histopathology was done using stereological methods and the Ellipse software
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