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»~Mutation: it is the key to our evolution. It has enabled us to evolve from a
single-celled organism into the dominant species on the planet. This process is
slow, and normally taking thousands and thousands of years. But every few

hundred millennia, evolution leaps forward"“

Prof. Charles Francis Xavier
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1. Uvod

Slovo ,,mutace” pochazi z latinského vyrazu pro zménu - ,mitatus” ¢i proces zmény
y,mutare“. Pod timto pojmem se vétSinou skryvd obecné oznaceni vysledného stavu
procesu zmény, kterd ma dopad na vné&j$i vzhled ¢i funkci daného objektu. Casto tak
slychame napf. o mutovani jako o zméné hlasu v obdobi dospivani, nebo hovotime o
riznych jazykovych mutacich jednoho daného textu. Patrné nejzasadnéjsi vyznam vsak
ma tento vyraz pro oblast genetiky, kde mutaci oznacujeme zménu sekvence (Ci
struktury) nukleové kyseliny DNA (pripadné i RNA nebo proteinu). Jako prvni tento
pojem v souvislosti s dédicnosti a pri¢inou vzniku novych druhd pouzil na pocatku
dvacatého stoleti holandsky botanik Hugo Marie de Vries ve své publikaci ,Mutacni
teorie” (1). Ze sémantického hlediska je zde vhodné upozornit na nutnost rozliseni toho,
zda hovorime o exkluzivni zméné vedouci k zasadnimu dopadu na tvorbu ¢i funkci
proteinového produktu ¢i o zméné, ktera je v populaci casta a kde takovy dopad neni
zcela zfejmy. V prvnim piipadé tak skute¢né hovoiime o mutaci, zatimco v pripadé
druhém o polymorfismu (polymorfismus = vicetvarost, odvozeno od teckého

»(poly)morphée*).

1.1 Klasifikace DNA mutaci

Mutace podle tirovné zmény genetického kodu

Prvnim hlediskem posuzovani genetické mutace je uroven nukleové molekuly, na
které doslo k prislusné zméné. RozliSuji se tak mutace (i) genové (bodové substituce
bazi, jejich inserce nebo delece) a (ii) chromozomalni (translokace, inserce/delece ¢asti
nebo celych chromozémit, pripadné zmeény v jejich poctu/aneuploidie). Zatimco u
solidnich nadori gastrointestinalniho traktu (GIT) se vyskytuji vSechny uvedené typy, co
do primérného pocCtu na kazdy nador zcela jasné prevazuji genové mutace.
Nejcastéjsim typem je bodova mutace, kdy je pri replikaci v pribéhu syntézy
komplementarniho fetézce DNA zatazena nespravna baze (substituce). V mensi mite se
vyskytuje situace, kdy je zarazena baze navic (inserce) nebo je tato baze zcela
preskoCena, nezarazena (delece). V literature se v posledni dobé pro vSechny tyto
pripady pouZzivd souhrnné termin jednonukleotidova variace (single-nucleotide

variation, SNV) (2).

Mutace podle dopadu na funkci proteinového produktu

Geneticky koéd je pri déleni bunék vidy kompletné zkopirovdn do nové



syntetizovanych molekul DNA (replikace). Pii genové expresi jsou z téchto molekul
vybrany useky (exony), které jsou prepsany do komplementarni molekuly mediatorové
RNA (messenger RNA, mRNA). V poslednim kroku je potom potadi RNA bazi preloZeno
do poradi aminokyselin (translace) z jejichZ retézce je vytvoirena molekula proteinu.
Pteklad nukleotidového kédu do aminokyselinového kédu je zajiStén tak, Ze 3 po sobé
jdouci baze (triplet neboli kodon) urcuji vZidy jednu aminokyselinu. S vyjimkou
methioninu (kédujici kodon je ATG) a tryptofanu (kddujici kodon je TGG) muze byt
kazda z aminokyselin kédovana vicero kodony. Naptiklad aminokyselina Arginin je do
proteinového retézce pripojena v pripadé, Ze se v mRNA vyskytne kterykoli z triplett
AGA, AGG, CGA, CGG, CGC nebo CGT.

Pokud k jednonukleotidové variaci dojde v nekddujici ¢asti DNA sekvence (mimo
exony)", nijak se to pri tvorbé proteinového produktu neprojevi. Pokud k mutaci dojde v
koédujici ¢asti (v exonu), miiZe nastat jedna ze ti1 mozZnosti. V piipadé, Ze substituci
vznikly novy triplet kéduje stejnou aminokyselinu, potom, stejné jako v ptipadé mutaci v
nekodujicich oblastech, se tato mutace neprojevi pii pirepisu DNA do RNA a proteinu a
proto o ni hovotime jako o ,tiché mutaci“ (silent mutation).

Druhym pripadem je, kdyz nasledkem substituce vznikly novy kodon kéduje jinou
aminokyselinu nezli kodon ptivodni, méni se tedy ,smysl“ kédu a takova mutace je
oznacovana jako ,missense mutace”. Nasledky mohou byt riizné zavazné, podle toho,
jak zasadni vyznam ma dana aminokyselina pro funkci proteinového produktu. Pokud
zaména za novou aminokyselinu nezméni vyrazné funkci nebo strukturu proteinu, mize
byt vliv takové mutace relativné maly, mutace je tzv. neutralni.

Poslednim pripadem je situace, kdy mutace zptlisobi vznik nékterého z tzv. stop
kodonti TAA, TAG nebo TGA. Tyto kodony kéduji ukonceni syntézy proteinového retézce
a jejich nahly vznik uprostied sekvence zpilsobi produkci nekompletniho a tedy
pravdépodobné nefunkcéniho proteinového produktu. Tyto mutace jsou oznacovany
terminem ,non-sense mutace”, Analogicky k témto mutacim lze pozorovat i mutace s
opactnym efektem, tedy mutace ménici tyto tfi kodony na jiné a tim inaktivujici jejich
stop funkci a vedouci k nadmérnému prodlouzeni produktu. Tyto ,nonstop mutace jsou
velmi malo casté a nedavné studie ukazaly, Ze vedou k prodlouZeni typicky o 150 - 190

bazi, cozZ u vétSiny proteinii nema dopad na jejich fungovani (3).

*A mimo bezprostiedni blizkosti exont (+5 bazi), kde jsou tzv. sestfihové sekvence
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Mutace podle piivodu

Z klinického pohledu managementu naddorovych onemocnéni je vhodné posuzovat
oddélené mutace, které provazely vyvoj jedince jiz od faze zarode¢nych bunék a ty, které
vznikly az v pribéhu zivota. V prvnim pripadé se jedna o ,,zarodeéné mutace”, které lze
detekovat ve vSech typech bunék vcetné bunék epitelovych tkani, krevnich bunék
(leukocytt), pohlavnich bunék atd. Tato univerzalni piitomnost ma, mimo jiné, vyznam
pri jejich vySetrovani, pro které je zcela dostacCujici odbér periferni krve bez nutnosti
cilenych odbért specifickych bunécnych typl. Soucasné to ma zcela zasadni vyznam pro
metodiku mutacni detekce bez vyraznych narokd na citlivost, nebot zastoupeni dané
mutace je ve vzorku bud’ u 100% pritomnych bunék (homozygotni forma), nebo u 50%
pritomnych bunék (heterozygotni forma) nebo zde ptritomna neni viibec (wild type -
divoky typ, vzorek bez mutace).

Zarode¢né mutace jsou zodpovédné za vznik nadorovych syndromt. U traviciho
traktu jsou to predev$im hereditarni difizni karcinom Zaludku (hereditary diffuse
gastric cancer, HDGC), familidrni adenomova polyp6za (familiar adenomatous polyposis,
FAP) a Lynchiiv syndrom, neboli hereditdrni nepolyp6zni kolorektalni karcinom
(hereditary nonpolyposis colorectal cancer, HNPCC). Vzhledem k fazi vzniku mohou byt
zarode¢né mutace bud’ vrozené, tzn. mutace se vyskytuje u nékterého, pripadné u obou
z rodicl, nebo de novo, tzn. k mutaci doslo ve fazi zarode¢né bunky u Zadného z rodic¢t
se nevyskytuje.

Naprosta vétsina solidnich nadort vznika sporadicky na zakladé mutaci ke kterym
doslo az v pribéhu zZivota. Nejsou tedy pritomny ve vSech burikach, ale pouze v télnich
(somatickych) bunkach postizenych neoplastickym procesem. U solidnich nadort jsou
tyto ,somatické mutace” detekovatelné na zakladé odbéru prisluSnych bunék a k jejich
odhaleni je typicky provadéna tkanova biopsie. Odebirané bioptické vzorky vsak Casto
obsahuji i prfimési nemutovanych krevnich bunék a bunék okolnich nenadorovych
tkanovych struktur. Proto je pii vySetfovani somatickych mutaci zcela zasadnim
parametrem analyticka citlivost vySetieni, neboli schopnost dané metody spolehlivé
detekovat pritomnost mutantnich alel v nadbytku alel nemutovanych. Soucasna
doporuceni mezindrodnich spolecnosti pro vysSetfovani somatickych mutaci v
molekularni patologii uvadéji poZadavky na analytickou citlivost na tirovni minimalné
5% mutantni frakce4.

Odbér tkané s dostate¢nym zastoupenim nadorovych bunék, tzv. nadorova

celularita (tumor cellularity), nutny pro vySetfovani somatickych mutaci, ¢asto nelze



provést v disledku nedostupnosti nadoru ¢i Spatného stavu pacienta. V posledni dobé se
jako pripadni alternativa tkanové biopsie rozviji technologie umoZnujici zachyt
somatickych mutaci ve fragmentech DNA uvolilovanych z nddoru do krevniho obéhu (5).
Metoda vySetiovani této cirkulujici nddorové DNA (circulating tumor DNA, ctDNA) se
tak casto oznacuje pojmem ,tekuta biopsie“ (liquid biopsy) (6,7). Vzhledem k velmi
nizkym hladindm ctDNA v cirkulaci (€asto se jedna o pouhé desitky kratkych DNA
molekul) jsou vsak pozadavky na analytickou citlivost metod pro tekutou biopsii jesté
vyraznéjsi - v rozsahu od 0.1% do 0.001% mutované frakce podle typu nddoru a stadia

onemocnéni (8).

1.2  Mechanizmy mutageneze

K bodovym mutacim dochazi témér vyhradné v disledku chemické modifikace
templatové baze, podle které se komplementarni baze pripojuje (9). Tato modifikace
pak zplisobi netypické parovani s jinak nekomplementarnim protéjskem (napt. namisto
korektni baze G je k chemicky modifikované templatové bazi A prifazena nespravné
baze C). K chemické modifikaci, ktera stoji na pocatku vzniku bodové mutace, mize dojit
ndhodné a v takovém piipadé se jedna o tzv. spontanni mutaci, nebo mize byt
zplsobena pisobenim vnéjsich faktori a o takto vzniklé mutaci hovorime jako o

indukované.

Netypické pdrovdni analogii DNA bdzi,

Nejcastéjsi mechanizmus vedouci ke spontdnnim mutacim je zaloZen na tzv.
tautomerizaci, coZ je prirozeny jev zdmény jednoduché chemické vazby a k ni ptiléhajici
vazby dvojné se soucasnym presunem atomu vodiku (protonu). Jedna se tedy o prechod
keto-slouceniny na jeji enol-formu (v pripadé dvojné vazby s Kyslikem) nebo prechod
amino-slouceniny na jeji imino-formu (v pripadé dvojné vazby s dusikem). Vysledkem je
alternativni struktura téze latky, ktera vSak miiZze vykazovat lehce odlisSné vlastnosti,
napiiklad ve schopnosti vytvareni vodikovych mustkl - parovani. V pripadé DNA (i
RNA) existuji tautomerické formy vSech nukleotidovych bazi. Po konverzi na enol-formu
tak spolu miiZou netypicky parovat thymin s guaninem (T*-G nebo T-G*) a obdobné po
konverzi na imino-formu mizou parovat cytosin s adeninem (C*-A nebo C-A*) (10).
Vzhledem k nizké stabilité vSak forma T* velmi brzy prechazi zpét do stabilni ketoformy
T, nasledkem cehoz dojde v daném useku ke vzniku neparové struktury TxG tzv.

mismatch. Za predpokladu spravné funkce vnitinich mechanizm DNA oprav (DNA



repair), jsou neparové mismatch struktury timto systémem dobte rozpoznatelné a miize

snadno dojit k jejich opraveé (11).

Deaminace

Deaminace neboli ztrata aminoskupiny, vedouci k pfeméné jedné baze na bazi jinou
je dalsim mechanizmem stojicim za vznikem bodovych substituci. Jednou z nejcastéjSich
je zaména cytosinu na thymin (C:G->T:A), ke které dochazi v disledku deaminace (C)
cytosinu za vzniku uracilu (U). V této fazi mohou opravné mechanizmy jesté modifikaci
zachytit a opravit, nebot uracil se prirozené v DNA nevyskytuje a navic netvoii s
ptivodnim guaninem komplementarni par, ale UxG mismatch. Avsak, pti dalsi replikaci
ma tato modifikace zcela zasadni dopad na geneticky koéd nebot zatimco v
nemutovaném stavu ma byt v daném misté syntetizovan retézec s komplementarni bazi
k cytosinu (C) tzn. guanin (G), je v disledku pfemény syntetizovana komplementarni
baze k uracilu (U) kterou je adenin (A). V tu chvili je mutace tzv. uzamcena, nebot’ jiz
nelze odhalit, Ze tento adenin vznikl v daném misté mutaci. Jesté snadnéjsi je vznik
mutace (C:G->T:A) u cytosing, které jsou modifikovany navazanim metylové skupiny na
5. uhliku. Cs-metylace cytosinti se Casto vyskytuje predev$im v DNA sav¢ich bunék a ma
zde zcela zasadni vyznam pfi regulaci transkripce DNA. V pripadé 5-metylcytosinu (mC)
v disledku deaminace vznika 5-metyluracil, neboli nukleotidova baze thymin (T), coz
zuzZuje moznosti opravnych systémil pouze na rozpoznani v disledku pritomnosti TxG
(mismatch). ProtoZze Cs-metylace nastava témér vyhradné na cytosinu, po kterém
bezprostredné v sekvenci nasleduje guanin (---CG---), jsou tyto tzv. CpG ostrivky (CpG-
islands) hlavni mista potencidlnich mutaci v genomu, tzv. mutacni
Lhotspoty“ (mutation hotspots) (12). Jejich vyskyt je predevSim v regulacnich mistech
predchazejicim kédujici sekvenci mimo kédujici sekvence. Pokud jde o dal$i mutace
vzniklé v disledku deaminace, analogickym mechanizmem (avSak méné ¢asto) dochazi
napfiklad k preméné Adeninu na Guanin (A->G), kdy deaminaci dochazi ke vzniku
nespravné parujici baze hypoxanthinu (X), ¢i opacné zdamény Guaninu na Adenin (G->A)
ptes Xanthin.

Deaminace 5-metylcytosinu nebo cytosinu je nejcastéjSim divodem vzniku
spontannich mutaci s relativné vysokou frekveni 3 aZ 6 x 10-13 s-1, coZz za fyziologickych
podminek predstavuje primérné 100 nahodnych deaminaci genomu kazdé bunky v téle
béhem 24h (prii teploté 37 oC a pH 7.4) (13). Kromé toho vSak k vyznamnému poctu

deaminaci dochazi téz vlivem vnéjsSich faktor(, predevSim plsobenim nitrosacnich



Cinidel. Jednim z nejlépe prozkoumanych mechanizmi je deaminace oxidem dusnym,
NO, respektive jeho (auto)oxidovanou formou oxidem dusitym (N203) (14). Vystaveni
vysokym koncentracim reaktivnich sloucenin dusiku (predevsim NO a N,03) se oznacuje
jako nitrosativni stres a dochazi k nému napiiklad v souvislosti s pisobenim cytokini

provazejicich chronické zanéty (15).

Alkylace

Alkylace je pripojeni uhlikového zbytku k nukleotidové bazi. VétSinou se jedna o
pripojeni methylové (CH3) nebo ethylové (CH3-CH2) funkéni skupiny ke kysliku nebo
dusiku nukleové baze . Jednou z nejvice mutagennich modifikaci je O alkylace guaninu,
ktera vede ke vzniku Og-methyl-guaninu, ktery na rozdil od pivodniho guaninu (G)
parujiciho s cytosinem (C) preferencné paruje s thyminem (T), coz vede k vysledné
mutaci G:C ->A:T. Zpétnou demetylaci Og-methyl-guaninu na guanin zajistuje enzym Og-
methyl-guanin-metyl transferdza (MGMT), ktery tak predstavuje jeden =z
nejvyznamnéjsich repair gent a jeho dysfunkce ma zasadni vyznam pro vznik celé rady
solidnich nadort (napt. gliomd, kolorektalnich karcinomt, karcinomii plic). Dalsi
vyznamnym typem alkyla¢niho postizeni DNA je N7 alkylace guaninu, N3 nebo N1
alkylace adeninu a N3 alkylace cytosinu. Narozdil od O-alkylace nemaji produkty N-
alkylace schopnost vytvaret nespravné parovani. Jejich ucinek je v destabilizaci
struktury nukleotidu, casto vedouci ke ztraté nukleové baze. Tento jev nastava
predevSim u purinovych bazi (adenin, guanin) a proto byva obecné oznacovan jako
depurinace. Negativni dopad depurinace spociva v tom, Ze opravné systémy ve snaze
toto misto opravit vkladaji nespecificky nukleové baze, ¢asto preferencné adenin, coz ma

za nasledek vznik mutaci.
K DNA alkylaci dochazi témér vylucné plsobenim vnéjSich chemickych
karcinogenii - alkyla¢nich ¢inidel. Klasickymi predstaviteli jsou nitrosaminy (napt. N-
metyl-N-nitrosoamin obsazeny v tabaku), dimetylsulfat (ktery se nachazi v produktech

spalovani uhli a ropnych produktii) a metansulfonat (16).

Oxidace

K indukci oxidace, neboli pripojeni atomu kysliku k nukleotidové bazi, dochazi
plsobenim tzv. reaktivnich Kkyslikatych latek (reactive oxygen species, ROS): 0;-, H,0,
a -OH. Tyto reaktivni latky vznikaji v disledku tzv. oxidativniho stresu, na jehoZ vzniku

se se podili rada faktorl, mezi kterymi jsou UV zareni, infekce, zanéty, koureni, alkohol, a



dalsi (17). Nejvyznamnéjsi oxidativni modifikaci v dlsledku plisobeni ROS je vznik 8-
oxoguaninu (respektive 8-oxo-2'deoxyguanosinu), ktery, na rozdil od pitivodniho
guaninu, nekorektné paruje s adeninem a tim dava vzniknout G:C -> T:A mutaci (18).
Hlavnim opravnym mechanizmem je enzymatické vyjmuti 8-oxoguaninu, které zajistuje
enzym 8-oxoguanine glycosylase (OGG1). V Tabulce 1 je ptrehledny souhrn vsech
chemickych modifikaci nukleotidovych bazi a souvisejicich DNA mutaci, ktera v jejich

dtsledku vznikaji.

Tabulka I: Prehled chemickych modifikaci vedoucich k DNA mutacim(19, 20, 21, 22, 23)

Konverze Chemicka modifikace Mutace

5-Methylcytosine — thymine Deaminace G:C- AT

Cytosin — uracil Deaminace G:C- AT

Guanin — xanthin Deaminace G:C—-> AT

Adenine — hypoxanthin Deaminace A:T- G:C

Adenine = hypoxanthm - Deaminace AT-TA
apurinace

Guanin - 06- )

ethylguanin:Thymin Alkylace G:C—~TA

Cytosin = N7a.1kyl Cytosin — Alkylace G:C— AT
apurinace

Guanin — apurinace Alkylace G:C—> AT

Guanin — 8-oxoguanin Oxidace G:C- AT

1.3 Somatické mutace jako faktory vzniku a progrese malignich tumori

Obrovska frekvence opakovanych pripojovani nukleotidii doprovazejici replikaci
DNA pti kazdém déleni bunék ma i pres dedikované systémy DNA oprav za nasledek
vyskyt spontannich mutaci v kazdé nové vzniklé buiice (24). Frekvence téchto
spontannich mutaci je odhadovana na zhruba 10-8 coz pro diploidni genom znamens3, Ze
po kazdém déleni obsahuje dcefina buiika zhruba 10-8x 3 -10° (pocet bazi v genomu) x 2
(diploidita) = 60 novych mutaci nahodné kdekoli v celém genomu. Pokud uvazime
celkovy pomér koédujicich sekvenci na urovni ptiblizné 1% genomu (25), potom je
zjevné, ze pravdépodobnost vzniku nddoru na zakladé spontanni mutace je prakticky
vyloucena. K iniciaci maligni transformace u sporadickych nadori tak dochazi vyhradné
v disledku mutaci indukovanych plsobenim vnéjsich karcinogennich faktord. Tento

proces je logicky urychlen, pokud je soucasné postizen DNA repair systém, jak tomu




byva napf. u tumorl vykazujicich tzv. mikrosatelitovou nestabilitu (microsatelite
instability, MSI) (Kapitola 1.4). MSI nadory se vyznacuji mnohondsobné vyS$$im
mnozstvim mutaci nez ty, které tuto nestabilitu nemaji a jsou oznacCovany jako
mikrosatelitové stabilni (microsatellite stable, MSS).

Nedavné studie srovnavajici Castost somatickych poruch u rlznych solidnich
nadord prokazaly, Ze nadory traviciho traktu vykazuji vysoké hodnoty tzv. mutaéni
zatéze (mutation burden) vyjadrené jako primérny pocet mutaci na tisic bazi
nadorové DNA, pripadné primérny pocet mutaci v nadoru(26). Tyto hodnoty jsou
relativné nejvyssi u karcinomu jicnu a Zzaludku s primérem 75ti, respektive 60ti
mutacemi na nador a nejnizsi u slinivky brisSni s primérnymi 40ti mutacemi. Jak bylo
naznaceno, tyto pocty se vyrazné lisi v zavislosti na tom, zda se jedna o podtyp nadoru
vykazujici mikrosatelitovou nestabilitu ¢i nikoli (MSI nebo MSS). Nejlépe je tento efekt
pozorovatelny u nadort tlustého streva a konecniku, kde je MSI typ nalézan az ve 20%
pripadti. Narozdil od MSS nadort, které obsahuji primérné 60 - 70 mutaci, u MSI
nadord jdou v dasledku dysfunkce systému DNA oprav pocty mutaci do stovek (500 -
1000). Obdobné je tomu i u MSI nadort jicnu ¢i Zaludku, jejichZ zastoupeni je vSak ve
srovnani s kolorektalnim karcinomem nizsi (5 - 15%) (27, 28) .

Obecné se vysoka mutacni zatéz nadort traviciho traktu prisuzuje vlivu primého
plisobeni chemickych karcinogenti z prijimané potravy v souvislosti s procesy
permanentniho obnovovani bunécného epitelu provazenymi nutnosti casté DNA
replikace béhem bunécného déleni. U vétSiny vySe uvedenych organt traviciho traktu
lze také somatické mutace nachazet jiz v pre-neoplastické fazi. Jedna se predevsim o
pokrocilé Kkolorektdlni adenomy, jejichz mutacni profily jsou blizké profilim
kolorektalnich adenokarcinomid. Pouze mala c¢ast adenomovych polypi se vSak
transformuje v maligni nadory (29). Ztoho lze usoudit, Ze ne vSechny mutace maji
stejnou roli v procesu nadorové iniciace a progrese. Ve shodé s tim bylo v poslednich
letech potvrzeno, Ze lze rozliSit mutace, které maji jednoznacné za nasledek
nekontrolované déleni a rlist a naopak ty, které vznikaji jako vedlejsi efekt snizené
schopnosti DNA oprav, avsak které nemaji na dal$i destabilizaci buné¢né homeostazy
vliv. Soucasné s tim se pro prvni skupinu vzil nazev ,Fidici mutace” (driver mutations) a
pro druhou ,passenger mutace” (Cesky preklad ,cestujici“ nenf pouZivan). Geny, které
tyto mutace obsahuji, byvaji oznacovany jako ,ridici geny” a ,passenger geny“ (30).
Jedna se o geny, které se podileji na regulaci buné¢né proliferace u kterych mutace

zpusobi bud’ permanentni aktivaci (proto-onkogen) nebo naopak ztratu funkce (tumor
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supresor). Podle definice je jako (proto)onkogen je oznacovan gen, u kterého se vice
nez 20% vSech mutaci nachazi pouze v nékolika specifickych nukleotidovych pozicich
(hotspotech), a soucasné jsou to mutace typu missense (Kapitola 1.1 oddil Mutace podle
dopadu na funkci proteinového produktu). Jako tumor supresor je oznacovan gen, u
kterého >20% ze vSech nalezenych mutaci zplisobuje inaktivaci jeho funkce (31).
Z uvedeného vyplyva, Ze rozloZeni mutaci (mutacni spektra) (proto)onkogenti a tumor
supresortl se budou vyznamneé lisit.

Tento fakt je ilustrovdn na Obrazku 1, ktery zndzorniuje mutacni spektra
(proto)onkogenlti KRAS a BRAF a tumor supresori APC a TP53 na zakladé udaja
z mezinarodni databaze mutaci COSMIC (the Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer)
(32). Zatimco v (proto)onkogenech jsou mutace koncentrovany v nékolika ojedinélych
hotspotech, vtumor supresorech se mutace vyskytuji napri¢ koédujici sekvenci.
V nékterych pripadech lze i u tumor supresort nalézt oblasti se zvySenou Cetnosti. Napfr.
u genu APC se jednd o tzv. mutacni cluster region (MCR) v exonu 15 mezi kodony 1286
a 1513 a u genu TP53 o oblast exonli 5 - 8. Tyto hotspoty vSak predstavuji spojité
sekvencni useky, nikoli jednotlivé nukleotidové pozice, typické pro (proto)onkogeny. To
je také divodem vyssSich metodickych narokl, kdy zatimco u (proto)onkogent je
relativné snadna optimalizace pro konkrétni nukleotidové pozice, u tumor supresort
musi byt metodika schopna detekovat mutace kdekoli v celé kodujici sekvenci.

Ze zhruba 2000 genf, jejichZ poruchy byly detekovany v solidnich nddorech a které
se vyskytuji i v nadorech traviciho traktu, bylo na zakladé tohoto pravidla
,20/20“ identifikovano 138 ridicich gend, z toho 64 (proto)onkogenti a 74 tumor
supresorovych geni (33).

11



— — p— e — - e e e e e S e e
00

25474 1 200 300 400 500
KRAS
[}
Q
g
=
=
-
w
1<)
=]
S
13}
O
D JL AW =t e ) bt ot L | WP 1 LoRieuine 1|
Pozice v sekvenci cDNA
44827 100 200 200 400 500 800 700
BRAF
5]
1=
<
-
=
=
-
n
o
=}
=]
Q
Q
¢ J . 8l LAy | N | S R o T ) TR | ]
Pozice v sekvenci ¢DNA
— — p— — e— m— — — e— —  — m— — —
280 500 1000 1500 2000 2500
APC
[
Q
Q
&
S
=
E
b
w
<}
=1
-
L
Q
h | JMMLA.
0 1L iuaalls .‘.L-H‘.,. ks aatlibiad o s dlasadh B NI S VPR NP AT S VR I A (0

Pozice v sekvenci cDNA

- e o Em Em o o e e o e e e e e == E s = e
50

18814 100 150 200 250 300 350
TP53
@
Q
<
-
=
E
-
7]
[=}
=]
-
Q
9
O Jdl_daslaidimial o deaade 4 ) .

Pozice v sekvenci cDNA

Obrazek 1:Mutacni spektra (proto)onkogent (KRAS a BRAF) a tumor supresorQ (APC a TP53)
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1.4  Karcinogeneze nadori traviciho traktu

Maligni tumory GIT vykazuji vysoce rozmanité molekularni profily, které odrazeji
celé spektrum mechanizml podilejicich se na jejich vzniku a progresi. Priibéh
karcinogeneze téchto nadord byva typicky vicestupnovy vychazejici z pre-maligniho
stavu a charakterizovan fadou morfologickych zmén jako jsou hyperplazie, metaplazie,
dysplazie a neoplazie (34). Tento proces je na molekularni Urovni doprovazen celou
paletou genovych i chromozomalnich mutaci (Kapitola 1.1 oddil Mutace podle iirovné
zmény genetického kodu). Nékteré z faktorli provazejicich tuto transformaci jsou pro vice
nadori GIT spolecné. Jako priklad je mozno uvést mutace vzniklé plisobenim
oxidativniho a nitrosativniho stresu (Kapitola 1.2. oddily Deaminace a Oxidace) v
disledku ptlisobeni Zaludec¢nich Kkyselin a ZluCovych soli uvoliovanych béhem
zanétlivych procest v jicnu a zaludku. Uéinek reaktivnich dusikatych a kyslikatych latek
(reactive nitrogen/oxygen species, RNS/ROS) vede ke vzniku G:C — A:T mutacBkteré
jsou Castym diivodem inaktivace vyznamnych tumor supresori (napt. TP53 nebo APC)
(35). Tento mutacni typ vznika i vdasledku indukované alkylace, ke které dochazi
piredevsim plisobenim nitrosaminii uvolnovanych za vysokych teplot pii zpracovani
masa konzervovaného s pouZitim nitritovych a nitratovych soli (Kapitola 1.2 oddil
Alkylace). G:C ->A:T mutace genu APC, zapricinuji poruchy Wnt-signalni drahy, vedou ke
hromadéni [B-cateninu v cytoplazmé, coZ mimo jiné, zplsobuje poruchy systému
kontaktni inhibice vedouci k formaci polyp6znich makroskopickych struktur typickych
pro tumory zZaludku, tlustého streva a konec¢niku (36, 37).

Stejné jako u ostatnich solidnich nadort se na vzniku a rozvoji maligniho
onemocnéni GIT nejvyznamnéjs$i mirou podileji poruchy systému oprav ndhodnych chyb
v DNA a s tim souvisejici patogenni inaktivace tumor supresorovych gent. Jedna se
zejména o tfi prominentni dradhy - tzv. mikrosatelitovou nestabilitu (microsatellite
instability, MSI), chromozomalni nestabilitu (chromozomal instability, CIN) a o poruchy
regulacnich mechanizml na bazi DNA metylaci (CpG island methylator phenotype,
CIMP). Prestoze konecnym nasledkem téchto cest je predevsim akumulace somatickych
poruch zahrnujicich predevsim bodové mutace, historicky se o CIN a MSI hovoii jako o
mutatorovych drahach, zatimco o CIMP jako o draze methylatorové.

Mikrosatelitova nestabilita je typicky projevem nefunkcnosti jednoho ze zakladnich
systémui zajistujiciho opravy poruch nahodné vzniklych pri DNA replikaci (38). Tento

opravny systém, nazyvany mismatch repair system (MMR), je zajiStovan nékolika tzv.
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mutatorovymi geny, mezi které patii predevsSim MLH1, MSH2 MSH6 a PMS2. Dysfunkce
nékterého z mutatorovych genti ma za nasledek kumulaci somatickych poruch v délicich
se bunkach. Nejsnadnéji je neschopnost oprav DNA poruch zjistitelna v oblastech DNA
sekvenci s ¢astym periodickym opakovanim mikrosatelitii, které jsou pri DNA replikaci
ke vzniku ndhodnych chyb velmi nachylné. MSI se vySetfuje sledovanim uniformity
délky nékolika takovych useki najednou a je pritomna, pokud jsou ve vySetfované tkani
nalezeny useky nestejné dlouhé (maji vzajemné odchylky v poctu opakovani). MSI tedy
neni pri¢inou malignich procest, ale jejich vedlejsSim produktem.

Chromozomalni nestabilita, je charakterizovana deleci tusekli nebo celych Casti
chromozomt, pii které dochazi ke ztraté funkce gend, které v daném tseku lezi. Pokud
neni takova ztrata dostatecné kompenzovana funkcénosti druhé alely daného genu
(napriklad v disledku jeji deaktivacni mutace), zptsobi to vyrazeni proteinti vyrabénych
na zakladé genl deletovaného useku. V ptipadé napt. Ze dojde k mutaci jedné alely,
zajiStuje funkci tumor supresoreu pouze druhd, funkéni alela - tzn. gen je
v heterozygotnim stavu. Nyni velmi casto, v disledku snahy bunécnych systému o
opravu mutované alely mechanizmem tzv. mitotické rekombinace (39), dochazi ke
ztraté funkcéni nemutované alely (40). Tento jev se nazyva ztrata heterozygozity (loss of
heterozygosity, LOH) (41) a uvedeny ptiklad mutace nasledované LOH je klasickym tzv.
Knudsonovym mechanizmem inaktivace tumor supresorovych genli v malignich
buiikach (42). U vétSiny gastrointestindlnich nador byvaji takto vyrazeny tumor
supresory TP53 a APC, pro karcinom jicnu je navic specifické vyrazeni tumor supresoru
CDKN2A/p16, u nadort zaludku je to tumor supresor ARID1A a u pankreatickych nadort
SMADA.

Posledni z drah vede k tzv. CIMP-methylatorovému fenotypu (CpG island methylator
phenotype), ktery je charakterizovan poruchami na bazi DNA metylace. Jeho projevem
je potlaceni tumor supresorovych gent v diisledku nadmérné metylace jejich promotort
(43). Hypermetylace promotorovych oblasti tak predstavuje epigenetickou (mimo-
genetickou) alternativu k vy$e uvedenym mechanizmim deaktivace tumor supresor
bodovou mutaci / LOH. Geny, které mohou byt ,uml¢eny* v diisledku DNA metylace, jsou
ucastnicich se systémt DNA oprav (napt. MLH1, MGMT), kontroly bunéc¢ného cyklu
(P16), bunécné adheze a migrace (CDH1, TIMP3), kontaktni inhibice (APC, B-catenin) a

dalsi.
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1.5  Molekularni modely vzniku a progrese nadort GIT

Poruchy receptort ristovych faktorti, chromozomalni ¢i mikrosatelitova nestabilita
jsou pozorovany u celé tady nadorG zazivacitho traktu. Naopak jiné drahy, napf.
inaktivace tumor supresoru CDH1 provazejici vznik diftzniho typu nadoru zaludku,
nebo metylacni inaktivace tzv. mismatch-repair genti v kombinaci s mutaci
(proto)onkogenu BRAF u pilovitych adenomi proximalniho tra¢niku lze povazovat za

organove specifické.

Kolorektdlni karcinom (Vogelsteiniiv model)

V roce 1990, Fearon a Vogelstein prezentovali diikazy o nékolikastupfiovém procesu
formace kolorektalniho karcinomu z benigni tkané adenomovych polypl provazeném
pritomnosti somatickych mutaci nékolika specifickych (proto)onkogenti a tumor
supresorovych gend. (44), 45). Tento prevratny prvni model karcinogeneze u solidniho
nadoru je zaloZen na sekvencni akumulaci, pfi které k nékterym mutacim dochazi v
Casné a k jinym v pozdéjsi fazi transformace (Obrazek 2). Geny, které jsou na pocatku
této drahy, jsou tumor supresorovy gen APC a (proto)onkogen KRAS. Tumor supresor
APC koéduje protein s funkci bunécné adheze a byva mutovan u témér poloviny

sporadickych nadort kolorekta.

APC/
B-catenin )

l l Ras/Raf l l
Norm’a'lni Casny Pokroéily Primarni 5 Mesta?tatick\'/
mukdza adenam T adenom [ karcinom karcinom
CIMP

<DHr ©

Obrazek 2: Molekularni model sekvence kolorektalni adenom - karcinom (Vogelsteiniv
model)

Mutace (proto)onkogenu KRAS, jehoZz produkt se ucastni intraceluldrni signalizace,
jsou detekovany u 40 - 60% sporadickych kolorektdlnich karcinomt (46). Dal$im
typickym projevem v pozdni fazi vyvoje jsou delece na chromozému 18q v oblasti genu

DCC (Deleted in Colorectal Carcinoma). Konetné poslednim z genG mutujicich dle
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Vogelsteinova modelu je jiz zminény tumor supresor TP53, ktery kéduje transkrip¢ni
faktor majici zasadni funkci pfi regulaci bunéc¢ného cyklu a jehoz mutace jsou u
kolorektalniho karcinomu nalézany u 30 - 50% podle typu a pokrocilosti nadoru.
PGvodné byl model zalozen na mutatorové cesté vykazujici chromozomalni
nestabilitu v diisledku mutaci tumor supresorovych genti charakteristickou pro prerod
tradi¢nich tubularnich a tubulovil6znich adenomovych polypti v karcinomy . Nasledné
byl aktualizovan a rozsifen o alternativni, metylatorovou cestu, ktera se vyznacuje
epigenetickou inaktivac{ systému DNA oprav a je typickd predevSim pro maligni
konverzi nadorid pravého tracniku z pilovitych adenomi (47). U obou typl karcinomu
lze nalézt mikrosatelitovou nestabilitu, u lezi vznikajicich na podkladu metyla¢niho
modelu se vyskytuji mutace BRAF, které jsou exkluzivni k mutacim KRAS provazejicich
tradicni cestu adenom-karcinom. Presné molekularni mechanizmy stojici za

metastatickym potencialem onemocnéni nejsou dosud znamy.

Karcinomu Zaludku (IMP model)
Molekularni model patogeneze karcinomu zaludku popisuje prerod Zaludecni tkané
v rizné nadorové podtypy s mezistupni chronické atrofické gastritidy a intestinalni

metaplazie (IMP) (48, 49), Obrazek 3.

e —
Intestinalni N Dysplazie/ > Intestinalni
APC/ metaplazie adenom typ nadoru
B-catenin
TP53 ARID1A PIK3CA @

RTK/Ras

Normalni l Chronicka Atroficka
mukéza gastritida gastritida

Difuzni typ
nédoru

Hereditarni
difuzni typ
nadoru

Obrazek 3: Molekularni model iniciace a progrese karcinomu Zaludku (IMP model)
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Specifickym spoustécim ¢i soucasné pritomnym faktorem je zde infekce bakterii
Helicobacter pylori, kterd se podili na vzniku chronické gastritidy (50) a infekce virem
Epstein-Barrové (EBV), ktery je zodpovédny za zvySenou hladinu antiapoptotického
proteinu Bcl-2 (51). Vzhledem k vysoké prevalenci obou patogeni ve zdravé populaci je
vSak zfejma role dalSich faktord pro vyvoj tohoto onemocnéni. Jedna se predevsSim o
indukované mutace receptorovych tyrozin-kindz (RTK) v kombinaci s mechanizmy
chromozomalni a mikrosatelitni nestability provazejici metaplazii intestinalniho typu s
obdobnymi molekularnimi pochody jako u vysSe popsaného kolorektalniho karcinomu.
Naopak pro vznik difdzniho typu karcinomu Zzaludku jsou charakteristické poruchy
systému bunécné adheze, invaze a metastazovani. Jedna se piredevSim o mutace genu
CDH1, které jsou zachyceny u cca 20% sporadickych diftiznich karcinomt Zaludku, a

nové objevené mutace genu RHOA, taktéz s frekvenci cca 20% (52).

Karcinomu pankreatu (PanIN model)

Molekuldrni model nejcastéjsi formy, duktdlniho adenokarcinomu pankreatu,
popisuje morfologické a molekularni transformace z prekurzorového stadia tzv.
pankreatické intraepitelidlni neoplazie (PanIN) v invazivni karcinom (53,54), Obrazek 4.
Stupné oznacCenované jako 1A, 1B, 2 a 3 jsou charakterizovany rostouci cytologickou
atypii provazenou ztratou polarity, jadernym shlukovanim a u které byva patrna
pseudostratifikace a hyperchromazie jader. Kazda zPanIN etap se vyznacuje

molekularnimi procesy postihujicimi specifické signalni drahy.

P53
@ CDKN2A/p16 SADA BRCA2

Normalni

, PanIN-1
mukdza

PanIN-2 PanIN-3 Karcinom

T3cDM

Vahovy tbytek

Obrazek 4: Molekularni patogeneze karcinomu pankreatu (PanIN model)



Nejvyznamnéjsi signalni drahou je signalizace RAS/RAF/MAPK draha, ktera je u
karcinomu pankreatu aktivovana v témér 90% pripadl, predevsim v ddsledku
piitomnosti onkogenni mutace genu KRAS (55). Aktivovana forma KRAS plisobi kromé
MAPK i na dalsi signdlni drahy, které maji vyznam v karcinogenezi napti¢ solidnimi
nadory. Je to naptiklad draha PI3K/AKT, kterd je zodpovédna za inhibici systému
kontrolované bunécné smrti (apoptézy) (56). Privodnim jevem pankreatické
karcinogeze byva specificky podtyp diabetu mellitu - T3c, ktery je casty u chronické
pankreatitidy (aZ 75%), projevuje se pozdnim nastupem, inzulinovou rezistenci a

vahovym uUbytkem (57-59).
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2. Vysledky

2.1 Profilovani mutaci vyznamnych fridicich genli u kolorektidlnich adenomi a
karcinomt
Komentadr k prdci: Minarik M, Minarikova L, Hrabikova M, Minarikova P, Hrabal P,
Zavoral M. Application of cycling gradient capillary electrophoresis to detection of
APC, K-ras,and DCC point mutations in patients with sporadic colorectal tumors.

Electrophoresis, 2004, 25, 1016-1021.

V této praci bylo poprvé predstaveno rutinni pouZziti nové technologie pro
vySetfovani somatickych mutaci ve tkanich kolorektalnich tumori ziskanych metodou
endoskopické polypektomie (adenomy) nebo endoskopicé biopsie (karcinomy). Jedna se
o metodu PCR amplifikace cilovych usekii DNA obsahujicich mista s ¢astym vyskytem
mutaci (hotspoty) a jejich naslednou analyzu pomoci kapilarni elektroforézy za
podminek ¢aste¢né denaturace. Tato metoda je dnes univerzalné oznacovana terminem
denaturacni kapilarni elektroforéza (denaturing capillary electrophoresis, DCE) a jsou
pfi ni fragmenty obsahujici mutaci elektroelektroforeticky oddéleny od fragment, které
mutaci neobsahuji. V uvedeném c¢lanku byla metoda ovérena na 47 vzorcich tkani. U
vSech vzorki byly vySetfovany mutacni hotspoty tirech vyznamnych gend popisovanych
ve Vogelsteinové modelu kolorektalni progrese (Kapitola 1.5 oddil Kolorektdlni
karcinom - Vogelsteiniiv model), tedy APC, KRAS a TP53. Navic bylo provedeno testovani
pritomnosti dvou specifickych mutaci genu DCC (deleted in colorectal cancer) v
oblastech exonu 28 a intronu 14, které byly v dobé studie hojné citovany v literatuie
(60). Soucasti studie bylo i provedeni odhadu analytické citlivosti metody (Kapitola 1.1
oddil Mutace podle piivodu). Bylo zjiSténo, Ze metodu lze vyuZit i v situaci, kdy klasické
sekvenovani (zlaty standard) jiZ neposkytuje dostatecnou citlivost. Efekt je
demonstrovan na Obrazku 5, kde jsou srovnany vysledky vySetieni vzorkl s vysokym
zastoupenim mutace (A) a s nizkym zastoupenm mutace (B) metodami DCE a klasickym
sekvenovanim. Je ziejmé, Ze zatimco vyS$Si zastoupeni mutace lze zachytit obéma
metodami, u nizkého zastoupeni mutace neni tato mutace v sekvena¢nim zaznamu
zjistitelna, zatimco DCE znatelné vykazuje prisluSny pik pro mutantni fragment
(oznaceny Sipkou). Dale bylo demonstrovano, Ze metoda je univerzalné pouZitelna pro
rizne typy mutaci vyskytujicich se na daném misté. Na Obrazku 6 je ukazan vysledek

vySetreni riznych typd mutantl (proto)onkogenu KRAS.
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2.2 Detailni profilovani (molekularni fenotypizace) kolorektalnich 1ézi vzhledem

k jejich lokalizaci a stupni progrese

Komentadr k prdci: Minarikova P, Benesova L, Halkova T, Belsanova B, Suchanek S,

Cyrany ], Tuckova l, Bures ], Zavoral M, Minarik M. Longitudinal molecular

characterization of endoscopic specimens from colorectal lesions. World |

Gastroenterol. 2016, 22, 4936-4945.

V této publikaci byla popsana komplexni molekularni charakterizace
kolorektalnich 1ézi. Obdobné jako u predchozi prace byly pro vySetfeni vyuZzity vzorky
tkani ziskavané pri kolonoskopickém vysSetieni (biopsie a polypektomie). Panel
vySetfovanych markerd byl vyznamné rozsiren tak, aby pokryval vSechny v soucasné
dobé znamé cesty karcinogeneze. VySetfovany byly somatické mutace genti APC, KRAS,
BRAF a TP53, dale bylo provadéno vySetfovani mikrosatelitové nestability (MSI) a
metylacniho fenotypu (CIMP). Takto bylo profilovano celkem 94 adenomi a 127
karcinomt. Na zakladé provedenych vySetieni byly vSechny léze stratifikovany do nové
definovanych tzv. molekularni CRC typid (Typ 1 - 5) (61). U karcinoml ma toto nové
déleni dle recentni literatury vyznam pii odhadu prognézy preziti pacienti (62).
Obrazku 7 je vyobrazeno zastoupeni jednotlivych molekularnich typl karcinomu
ziskanych v této studii. U vySetfovanych molekularnich markert byl sledovan jejich
vyskyt vzhledem k lokalizaci proximalniho vs. distalniho tra¢niku ¢i rekta. Byl potvrzen
vyznamny vyskyt rizikového Typu 3 v pravém tracniku. Tento typ, ktery vznika na
podkladé pilovitych adenomt, se vyznacuje CIMP-fenotypem a soucasnou pritomnosti

mutace (proto)onkogenu BRAF.

15 Jiné kombinace
Typ 3:

Tradicni CIN a KRAS

- proximalni lokalizace

Typ 2:
Pilovity CIMP+BRAF+
- proximalni lokalizace

Typ 4:

Traditional CIN without KRAS
- distal location 1

/

Type 5:
Famili.a’ln!' fgrma IYISI Typ L:
- proximalni lokalizace Pilovity CIMP+BRAF+MSI

- proximalni lokalizace

Obrazek 7: Zastoupeni jednotlivych molekularnich typt CRC karcinom vySetienych ve studii.
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2.3 VySetrovani vybranych somatickych mutaci z tenkojehlovych biopisi za tcelem
rozliSeni chronické pankreatitidy a karcinomu pankreatu
Komentar k prdci: B. Salek, C., Benesova, L., Zavoral, M., Nosek, V., Kasperova, L.,
Ryska, M., Strnad, R., Traboulsi, E.,, Minarik M. Evaluation of clinical relevance of
examining K-ras, p16 and p53 mutations along with allelic losses at 9p and 18q in
EUS-guided fine needle aspiration samples of patients with chronic pancreatitis and

pancreatic cancer, World J. Gastroenterol. 2007, 21, 3714-3420.

Tato prace pojednava o vyuziti molekularnich markert pro zpresnéni diagnostiky
pankreatickych 1ézi, predevSsim jako pomocnych nastroji rozliSeni chronické
pankreatitidy (ChP) a karcinomu pankreatu (KP). Vzorky ke genetickému vysetrovani
byly ziskavany ve formé ultrazvukem-navigovanych tenkojehlovych aspiracnich biopsii
(endoscopic ultrasound guided-fine needle aspiration, EUS-FNA), které byly ihned na
endoskopickém sale zpracovavany ve formatu cytologickych skel a nasledné hodnoceny
cytologem. Ten také provedl vyznaceni oblasti s nejvy$Sim zastoupenim suspektnich
bunék za tucelem jejich genetického vysSetreni. Pro takto pripravené preparaty bylo
nejprve nutné vyvinout metodu ucinné extrakce DNA. Néasledné byla v souladu
s molekularnim modelem vyvoje vedouciho pres mezistddia pankreatické
intraepitelidlni neoplazie (PanIN) kinvazivnimu karcinomu vySetfeni zaméfena na
nejCetnéjsi mutace provazejici tuto maligni transformaci. Jednalo se o bodové mutace
genll KRAS, TP53 a CDKN2A/p16. Navic bylo provedeno testovani ztraty heterozygozity
(LOH) na lokusech tumor supresorovych gentit CDKN2A/p16 (lokus 9p) a genu DPC4
(lokus 18q). VysSetrovany soubor 101 pacientli ¢ital 81 nasledné vyhodnocenych
s karcinomem pankreatu a 20 s chronickou pankreatitidou. Cetnosti jednotlivych poruch
byly ve shodé s literaturou. Nejcastéji nalézanymi poruchami byly alelické ztraty 9p
(85% u KP, 36% u Chp) a bodové mutace (proto)onkogenu KRAS (70% u KP, 0% u Chp).
Na zakladé ziskanych dat byl sestaven algoritmus vyuzivajici molekularni markery jako
nadstavbu standardniho cytologického vysetieni (Obrazek 8). Ukazalo se, Ze informace
ziskana zvySetfeni molekularnich markerd ma vyznam predevSim u vzorkl
vyhodnocenych cytologem jako inkonkluzivni (26%). Priddnim molekularnich markert
do diagnostického procesu v predkladané studii mélo za nasledek kompletni eliminaci

téchto inkonkluzivnich vysledkii.
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Obrazek 8: Algoritmus vyuziti molekularnich markerti KRAS, 9p a 18q jako nadstavby
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cytologickému hodnoceni EUS-FNA vzorkil pankreatickych 1ézi

2.4  Profilovani panelu somatickych mutaci a genovych amplifikaci u karcinomu

Zaludku

Komentdr k prdci: Minarikova P, Benesova L, Halkova T, Belsanova B, Tuckova I,
Belina F, Dusek L, Zavoral M, Minarik M.Prognostic Importance of Cell Cycle
Regulators Cyclin D1 (CCND1) and Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 1B
(CDKN1B/p27) in Sporadic Gastric Cancers. Gastroenterol Res Pract.

2016,2016,9408190.

Cilem této prace bylo nalezeni potencidlnich prognostickych markeria pro odhad
preziti pacientl s pokrocilym karcinomem zaludku. I v tomto piipadé byly vySetiované
tkanové preparaty prevazné pochazejici z endoskopickych biopsii, v mensi mire potom z

resekatli u pacientd podstupujicich chirurgickou 1é¢bu. Celkem bylo vySetteno 71

vzorkd.

VysSetfovany panel vychazel z molekuldarniho modelu progrese karcinomu
zaludku (Kapitola 1.5 oddil Karcinom Zaludku - IMP model), ktery zahrnuje prispévky
nékolika signalnich drah. VySetfovany tak byly genové amplifikace celkem 71 gent
ucastnicich se karcinogeneze solidnich nadort vcetné genu ERBB2/HER2, jehoz
negativni prognostickd role je jiz znadma. Na zakladé multifaktoridlni analyzy byla
odhalena statistickd vyznamnost u dvou hlavnich regulatorti bunécného cyklu - u

cyklinu D1 (CCND1) a u genu p27 neboli cyklin-dependentniho kinazového inhibitoru 1B
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(CDKN1B/p27). V obou pripadech korelovala genova amplifikace s téméi 4-nasobnym
zkracenim medianu preziti pacientd. U amplifikovaného genu CCND1 to bylo zkraceni ze
725 dni na 192 (P = 0.0012), u CDKN1B zkraceni ze 611 dni na 165 (P = 0.0098). Na

Obrazku 9 jsou odpovidajici Kaplan-Meierovy krivky preziti pro oba zminéné markery.

i
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COKN18 amplification
=— normal [n = 37)
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1
1
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o 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
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Obrazek 9: Kaplan-Meierovy kiivky preziti pacienti podle pritomnosti genové amplifikace v
nadoru

2.5  Predstaveni citlivé metodiky pro vySetfovani somatickych mutaci z cirkulujici
nadorové DNA (metodika tekuté biopsie) u onkologickych pacient.
Komentadr k prdci: Benesova L, Belsanova B, Minarikova P, Suchanek S, Kopeckova
M, Levy M, Lipska L,Visokai V, Zavoral M, Minarik M. Mutation-based detection and

monitoring of cell-free tumor DNA in peripheral blood of cancer patients. Anal

Biochem 2013, 433:227-34.

Jedna se o prehledovy clanek s prezentaci vlastnich dat. Centralnim tématem je
vySetfovani volné nadorové DNA (ctDNA) v perifernim obéhu na zakladé citlivé detekce
mutaci, které se vyskytuji pouze v nddoru a nevyskytuji se vjinych télnich bunikach. Na
rozdil od predchozich pristupd, kdy byly sledovany hladiny celkové volné DNA (cell-free
DNA) charakterizované kratkou délkou fragmentl je detekce zamérena na nadorové
mutace specifictéjsi. V c¢lanku jsou popsany zakladni principy uvolnovani ctDNA
v disledku apoptézy a nekrozy s naslednou fragmentaci uvolnéné DNA na kratké taseky
plisobenim makrofagl. V praci jsou dale predstaveny soucasné technologie pouZzivané
pro detekci ctDNA, jedna se predevsim o metody zalozené na digitalni PCR (droplet-

digital PCR, ddPCR), technologie obohaceni mutanti a hluboké sekvenovani nové

25



generace (deep next-generation sequencing, NGS). Také je zde ilustrovano vyuziti jiz
diive zminéné metody DCE (denatura¢ni kapilarni elektroforézy) pro detekci
somatickych mutaci ctDNA a soucasné srovnani ctDNA mutacni analyzy s vysledkem
vySetfeni tkani primarniho nadoru, lokalni uzliny a vzdalené metastazy (viz Obrazek

10).
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Obrazek 10: Vysledky vySetfovani pritomnosti DNA mutace (KRAS exon 2) metodou
denaturacni kapilarni elektroforézy (DCE) v rznych typech vzorki ziskanych od pacientt
s generalizovanym kolorektalnim karcinomem. Zdrava tkan (A), biopsie z primarniho nadoru
(B), resekovand lymfaticka uzlina (C), jaterni metastaza (D) krevni plazma (E).
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2.6 VySetrovani somatickych mutaci cirkulujici nadorové DNA v pooperacnim
sledovani pacienti 1éCenych pro metastaticky karcinom tlustého streva a
konec¢niku.

Komentdr k prdci: Levy M, Benesova L, Lipska L, Belsanova B, Minarikova P,
Veprekova G, Zavoral M, Minarik M. Utility of Cell-free Tumour DNA for Post-
surgical Follow-up of Colorectal Cancer Patients. Anticancer Res. 2012, 32,

1621-1626.

Tato prace demonstruje klinické vyuZiti metodiky detekce a sledovani
hladin ctDNA na zakladé detekce nadorové-specifické somatické mutace ve tkanii
nadoru a nasledné zachytu této mutace v perifernim obéhu u 7mi pacientl
s metastatickym kolorektalnim karcinomem. Jednalo se prevainé o pacienty, kteri
podstupovali chirurgickou a onkologickou lé¢bu jaternich metastaz. Nabéry
nesrazlivé krve byly provadény jedenkrat v obdobi pfed- a nasledné opakované
po- absolvovani 1é¢by. V pfipadé chirurgického vykonu dynamika zmén hladin
ctDNA vzdy korelovala se stupném radikality tzn. ctDNA inicialné zcela vymizela u
pripadi dosazeni RO radikality, kdy se jednalo napf. o en bloc resekci, jednodobou
resekci primarniho nadoru a jaterni metastazy nebo o totalni resekci rekta. Naopak
hladiny ctDNA zistavaly detekovatelné (s pfipadnym prechodnym snizZenim)
v pooperacni dobé u resekci R2. U pacientd nasledné 1éc¢enych rezimy biologické
paliativni 1é¢by byla v dynamice ctDNA pozorovatelna okamzita odpovéd na lécbu
ve smyslu sniZeni pfi remisi nebo pretrvavani, pripadné zvySeni hladin pfi
nasledné dalsi progresi onemocnéni. Patrné nejlépe byla klinickd pouZitelnost
tohoto pristupu vyuzita u pacienta, u kterého byla v pribéhu pooperacniho
sledovani zachycena dalsi progrese onemocnéni. Pripad je ilustrovan na Obrazku
11, kde je zdokumentovan stav pacienta pi'ed resekci jaterni metastazy s nalezem
pritomnosti ctDNA (A), tyden po uspésné RO resekci bez pritomnosti ctDNA (B) a
sro¢nim odstupem od operace, kdy byla nové zachycena ctDNA a nasledné CT
vySetieni odhalilo nové metastatické lozisko, tentokrate v pravém hornim plicnim
laloku. (C). Jednalo se o totoZnou mutaci (KRAS Gly13Asp), kterd byla detekovana

v nadorové tkani i v plivodnim jaternim metastatickém lozisku.
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Obrazek 11: Detekce volné ctDNA v priibéhu 1écby a sledovani u pacienta s metastatickym

kolorektalnim karcinomem. VySetifeni pied jaterni resekci (A), kratce po resekci (B) a
s ro¢nim odstupem od operace (C)
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3 Diskuse

Vyse uvedené vysledky davaji uceleny prehled o mozZnostech klinického vyuziti
detekce somatickych mutaci u témér vSech gastrointestindlnich nadord. Pritomnost
charakteristickych nadorové-specifickych mutaci byla vyuzita kmolekularnimu
profilovani (subtypovani) kolorektdlnich adenomi a karcinomt, detekce poruch pro
zlepSeni diagnostiky karcinomu pankreatu, odhadu prognézy preziti u karcinomu
zaludku a pro monitorovani nemoci v pooperacnim sledovani pacientii s metastatickym
kolorektalnim karcinomem.

Velmi dullezitym faktorem pro uspésnost molekularnich vySettreni jsou procesy a
metody v preklinické fazi. Predevsim jde o zplsoby odbéru, fixace Ci stabilizace
preparati a nasledného skladovani a transportu do laboratore. Uvedené vysledky
popisuji vysSetrovani celého spektra typli vzorkd zahrnujici Cerstvé zmrazené nativni
tkané z aspiratli, biopsii ¢i resekatd, fixované parafinové blocky, cytologicka skla a
periferni nesrazlivou krev (pro izolaci krevni plazmy).

Zcela zasadni je potom volba laboratornich postupli a metodiky detekce mutaci.
Ve vSech vysSe popsanych pripadech byla pro detekci somatickych bodovych mutaci
pouzivdna metoda zaloZena na PCR amplifikaci sledovanych tsekt s naslednou analyzou
pomoci denaturacni kapilarni elektroforézy. Jak bylo demonstrovano, tato metoda
vykazuje vysokou analytickou citlivost na urovni 1% mutantnich DNA fragmentd. To
umoZiiuje nejen spolehlivou detekci mutaci v nddorové tkdani, ale i zachyt ctDNA v krvi
vybranych pacienti s metastatickym kolorektalnim karcinomem. Soucasné tato metody
umoziuje zachyt vSech typd mutace v daném useku, cozZ mize mit v budoucnu zasadni
vyznam v pripadé riznych Klinickych dopadd pro rizné typy mutaci tak, jak to bylo
prokazano napt. u nemalobunécéného karcinomu plic (63).

Z hlediska ptinosu pro Kklinickou praxi je vyznamny vysledek vySetifovani
somatickych mutaci v cytologickych preparatech pro zpresnéni EUS-FNA diagnostiky
pankreatickych 1ézi. Vysoka citovanost této plvodni prace dilezitost naznaceného
postupu jenom potvrzuje. Znacny potencidl ma i zjiSténi prognostické vyznamnosti
genové amplifikace cyklinu D1 (CCND1) a cyklin-dependentniho kinazového inhibitoru
1B (CDKN1B) u pokrotilych forem karcinomu Zaludku. Souvislost této aberace dosud
nebyla v literature popsana a na jejim zakladé Ize ocekavat dalsi vyzkum zaméreny na
tyto (a s nimi bezprostredné souvisejici) geny at' jiz jako potencialnich biomarkert nebo
potencialnich terapeutickych cila. V pripadé posledniho tématu, vySetfovani ctDNA

v perifernim obéhu, byla zakladni metody akreditovana a lze jiZ v soucasnosti hovoftit o
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zavadéni do Kklinické praxe jako pomocného minimalné invazivniho nastroje sledovani

pacientli s metastatickym onemocnénim.

4 Zavér

Vysetrovani somatickych mutaci se v pribéhu poslednich 10ti let stalo zcela
neodmyslitelnou soucasti diagnostiky a 1écby gastrointestindlnich nadord. Detekce
specifickych poruch umozinuje zpresnéni inicidlni diagnostiky a stava se vyznamnym
komplementem standardnich postupi morfologického vySetfovani. Na zakladé
molekularniho rozboru lze jiz dnes lépe porozumét pozadi vzniku a vyvoje nadoru a
provést odhad jeho biologického chovani. Identifikace fidicich mutaci vyznamné
prispiva ke stanoveni rizika a odhadu prognézy pacientd a predikce odpovédi v pripadé
nasazeni cilené biologické 1éc¢by. Ziskané informace tak pomadahaji pri racionalnimi
rozhodovani o dal$im 1écebném postupu.

Zcela nové moZnosti se oteviraji v oblasti minimalné-invazivniho vySettovani
ctDNA v krevnim obéhu pacienti a to jednak pro zjisténi aktualniho stavu pfitomnosti
prediktivnich mutaci v nddoru i pro okamzité vyhodnoceni terapeutického ucinku v
pribéhu lécby. Nartst hladin ctDNA téZ umoznuje cCasny zachyt rekurence nebo
progrese onemocnéni a stava se tak cennym pomocnym ndastrojem pro dlouhodobé

sledovani nemocnych.
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7 Seznam pouzitych zkratek

CIMP
ctDNA
DCC
DCE
ddPCR

CpG island methylator phenotype
circulating tumor DNA

Deleted in Colorectal Carcinoma

Denaturing capillary electrophoresis

droplet-digital PCR

deep NGS deep next-generation sequencing

nepreklddd se

cirkulujicf ndAdorova DNA

ndzev gen)

denaturacni kapilarni elektroforéza
digitalni PCR v emulznich kapkach

hluboké sekvenovani nové generace

EUS-FNA endoscopic ultrasound-guided fine-needle aspiration biopsy

FAP
HDGC
HNPCC

Chp
IMP
LOH
MCR
MGMT
MMR
MSI
MSS
0GG1
PanIN
RNS
ROS
RTK
SNV

familial adenomatous polyposis

hereditary diffuse gastric cancer

EUS-navigovana tenkojehlova biopsie
familalni adenomova polypo6za

hereditarni diftizni karcinom zaludku

hereditary nonpolyposis colorectal cancer

hereditarni nepolypdzni kolorektalni karcinom

Chronic pancrreatitis
intestinal metaplasia
loss of heterozygosity

mutation cluster region

mismatch repair system
microsatelite instability

microsatelite stability

Pancreatic Intraepithelial Neoplasia
reactive nitrogen species

reactive oxygen species

receptor tyrosin kinase

single-nucleotide variation

33

Chronicka pankreatitida

intestinalni metaplazie

ztrata heterozygozity

mutacni cluster region
06-methyl-guanin-metyl transferaza
nepreklddd se

mikrosatelitova nestabilita
mikrosatelitova stabilita
8-oxoguanine glycosylaza
Pankreaticka intraepitelialni neoplazie
reaktivni dusikaté latky

reaktivni kyslikaté latky
receptorova tyrozin-kinaza

bodovai mutace
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