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1 Seznam zkratek

a.l. délka amplikonu

ACSL5 acyl-CoA synthetase long-chain family member 5
ALDH1 aldehyde dehydrogenase 1

APC adenomatous polyposis coli

BRAF v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
CAPN10 calpain 10

CD133 cluster of differentiation 113

cDNA komplementarni DNA

CLDN23 claudin 23

CpG cytosin-fosfat-guanin

csC nadorové kmenové buriky

CTHRC1 collagen triple helix repeat containing 1

DCC deleted in colorectal carcinoma

DFI bezpfiznakové preZiti

DSTN destrin (actin depolymerizing factor)

EGFR receptor epidermalniho riistového faktoru

FANCG Fanconi anemia, complementation group G

G grading

GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
KRAS Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
KRCa kolorektalni karcinom

LGR5 leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5
MAPK1 mitogen-activated protein kinase 1/ERK

MIER3 mesoderm induction early response 1, family member 3
MLH1 mutL homolog 1

mRNA messenger RNA

MSH2 mutS homolog 2

n.t. nadorova tkan

NCBI National Center for Biotechnology Information

(015 celkové preziti

PCR polymerazova fetézova reakce

POLR2A polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide A
RNA ribonukleova kyselina

S$100 S100 calcium binding protein

SAMD3 sterile alpha motif domain containing 3

SLC26A2 solute carrier family 26 (sulfate transporter), member 2
tm teplota nasedani oligonukleotid(

TNM velikost tumoru-lymfatické uzliny-vzdalena metastaza
TP53 tumor protein p53

VCAN versican

VSNLA1 visinin-like 1

z.t. zdrava tkan



2 Teoreticky uvod prace

2.1 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (KRCa) je celosvétové jednim z nejCastéjSich malignich
onemocnéni s vice nez 1,2 milionem novych pfipadd ro¢né (téméf 10% vSech
nadorovych onemocnéni) a 600 tisici umrtimi (8,1% s nadory spojenych umrti).
Celozivotni riziko vzniku kolorektalniho karcinomu se odhaduje na 5-6% (Grady,
2003a) a incidence i mortalita KRCa je obecné vysSi ve vyspélych zemich nez
v zemich tfetiho svéta. Ceska republika se v incidenci i mortalité spojené
s KRCa pohybuje na pfednich pfickach (Zavoral, 2009). V absolutnich
hodnotach se vroce 2010 jednalo o 8265 nové diagnostikovanych pfipadu
KRCa a 3991 umrti s KRCa spojenych.

KRCa je dle puvodu mozné rozdélit na dédi¢né a sporadické. Dédi¢né formy
jsou zodpovédné za priblizné 20-30% pfipadd KRCa. U vétsiny dédicnych
pfipadl KRCa je zatim konkrétni mutace neznama, dobfe definované syndromy
tvofi 5% vsech pfipadd KRCa (Grady, 2003b). Sporadické formy KRCa jsou
zodpovédné za zbyvaijicich 70-80% pfipadl (Lichtenstein et al., 2000; Migliore
et al., 2011) a na jejich vyvoji se podili kombinace environmentéalnich faktoru a

somatickych mutaci.

v,

Nej¢astéjSimi hereditarnimi typy KRCa jsou Lynchuv syndrom (1-3% pacient(
s KRCa) a familiarni adenomatoézni polypéza (1% pacientd s KRCa) (Hampel et
al., 2008; Patel and Ahnen, 2012). Genetickou pfi€inou Lynchova syndromu
jsou zarodecné mutace v genech zodpovédnych za opravu DNA, nejCastéji
mutace MLH1 (mutL homolog 1) a MSH2 (mutS homolog 2), u familiarni
adenomatézni polypézy se jedna o zarodeCnou mutaci genu APC

(adenomatous polyposis coli).

V etiologii sporadického KRCa hraje roli velké mnozstvi faktort, od genetického
pozadi pfes somatické mutace a epigenetické regulace az po vliv vné&jsSiho
prostfedi. Vyvoj sporadického karcinomu popisuje napfiklad Vogelsteinlv
model kancerogeneze, dle néhoz dochazi postupnym hromadénim mutaci
k pfeméné zdravého stfevniho epitelu na dysplastické 1éze, které se dale
vyvijeji pres Casny a pozdni adenom az do stadia karcinomu (Fearon and



Vogelstein, 1990). Tato sekvence je spojena s vyskytem typickych mutaci,
napfiklad mutace v genu APC je detekovatelna jiz v dysplastickych lézich
(Powell et al., 1992), mutace v genu KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene
homolog) je dle nékterych studii pfitomna ve vice nez 50% KRCa (Haigis et al.,
2008), Casté jsou delece na dlouhém raménku chromozomu 18 zasahujici
kondicionalni tumor supresor/proto-onkogen DCC (deleted in colorectal
carcinoma) (Lea et al., 2009). Poslednim krokem pfi pfechodu od adenomu ke
karcinomu jsou mutace v tumor supresorovém genu TP53 (tumor protein p53),
které se vyskytuji az u 75% KRCa (Houlston, 2001).

Kromé geneticky podminénych rizikovych faktord hraji vyznamnou roli v etiologii
sporadického karcinomu i environmentalni a dalSi negenetické faktory. Za
nejvyznamnéjSi lze povazovat vyssi vék, dale byly jako rizikové faktory popsany
nizka fyzicka aktivita, nizka konzumace ovoce a zeleniny, nizky pfijem viakniny
a dieta bohata na tuky, vysoka hmotnost az obezita, koufeni a nadmérna
konzumace alkoholu (Benito et al., 1991; Wu et al., 1987).

2.2 Molekularni podtypy kolorektalniho karcinomu

Z molekularniho hlediska je kolorektalni karcinom vysoce heterogenni
onemocnéni. V souCasnosti rozeznavame tfi hlavni podtypy kolorektalniho
karcinomu, které se kromé& mechanizmd vyvoje liSi i klinickym prab&hem
a odpovédi na urcité typy léCby. Z genetického pohledu odliSujeme KRCa
s chromozomalni nestabilitou, s mikrosatelitni nestabilitou a poslednim typem
jsou epigeneticky definované KRCa s vysoce metylovanymi CpG (cytosin-
fosfat-guanin) ostravky (Bogaert and Prenen, 2014; Markowitz and Bertagnolli,
2009).

Chromosomalni nestabilita stoji za vyvojem nejvétsi Casti sporadickych KRCa,
u 80-85% pfipadu je mozné detekovat pfestavby chromozomu na rizné urovni
(Grady and Carethers, 2008). S chromosomalni nestabilitou jsou spojeny
i ztraty heterozygosity v urCitych oblastech genomu, coz je velice efektivni
mechanizmus fyzického odstranéni oblasti €asto spojenych stumor
supresorovymi geny. Z klinického pohledu jsou chromosomalné nestabilni



KRCa spojeny s horSi prognézou nez v pfipadé KRCa s mikrosatelitni
nestabilitou (Popat et al., 2005; Walther et al., 2008).

Mikrosatelitni nestabilita stoji za vznikem 15% pfipadd sporadického KRCa.
Mikrosatelity jsou opakujici se 1 az 6 bazové sekvence a jednotlivé alely gen
se od sebe mohou liSit potem opakovani dané kratké oligonukleotidové
sekvence. U sporadického kolorektalniho karcinomu je vznik MSI spojen
s inaktivaci DNA opravnych mechanismu (Séreide et al., 2006), nejCastéji s
mutaci MLH1 nebo MSH2 a epigenetickou inaktivaci MLH1 promotoru (Wheeler
et al., 1999). Vysledkem je hromadéni somatickych mutaci v mikrosatelitnich
oblastech ovliviiujicich pfedevsim jejich délku, coz mize vést k posunu &teciho
ramce a tvorbé& zkracenych &i nefunkénich proteind. Z klinického pohledu maji
pacienti s MSI pozitivnimi KRCa ve stadiu Il a lll pfiznivéjSi prognézu oproti
pacientdm s chromozomalné nestabilnimi & mikrosatelitné stabilnimi nadory

(Popat et al., 2005).

Treti hlavni podtyp KRCa je spojen s aberantni metylaci cytosin a guanin
bohatych oblasti v promotorech a prvnich exonech zhruba 70% genu (Issa,
2004; Saxonov et al., 2006; Toyota et al., 1999). Zména metylace ovliviiuje
hladinu transkripce geni a KRCa s vysoce methylovanymi CpG ostrivky jsou
Casto spojeny s mikrosatelitni nestabilitou z divodu metylace promotorové
oblasti u MLH1.

2.3 Nadorové kmenové bunky ve vyvoji KRCa

V soucasnosti byla u vétSiny solidnich i hematologickych nadorl identifikovana
minoritni buné¢na populace nazvana nadorové kmenové bunky (CSC, cancer
stem cells). Tyto buriky jsou na zacCatku hierarchického uspofadani nadorové
tkané, ktera byla poprvé pozorovana u akutni myeloidni leukemie v roce 1997
(Bonnet and Dick, 1997). Pozdé&ji byly podobné populace nalezeny napfiklad
i u karcinomu prsu (Al-Hajj et al., 2003), prostaty (Collins et al., 2005), tlustého
stfeva (O’Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007) i slinivky (Li et al., 2007).

Nadorové kmenové burky sdileji velké mnozstvi svych znakl s fyziologickymi
kmenovymi burikami. Oba typy se déli asymetricky, jsou schopny sebeobnovy,
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nepfiznivych podminek a maji relativné dlouhy bunécny cyklus (Aguilar-
Gallardo and Simon, 2013). DalSi podobnosti je zvySena odolnost proti chemo-
a radioterapii, coz z nich Cini velice obtizné cile pro bézné IéCebné rezimy.
Timto jsou CSC potencialnimi zdroji pozdéjSich recidiv onemocnéni ¢i pudou
pro selekci rezistentnich kloni pomoci suboptimalnich davek onkologickych
terapeutik (Ishii et al., 2008). S rozvojem poznani o CSC se vytvareji i specialni
terapie zaloZzené na prvotni indukci diferenciace CSC a naslednému pouziti
chemoterapie Ci cilené biologické |éCby k usmrceni kompletni masy nadorovych
bunék (Friedman et al., 2013).

Pro identifikaci CSC byly vyuzity razné, vétSinou povrchové znaky.
U kolorektalniho karcinomu byla jako prvni pouzita pozitivita znaceni protilatkou
proti proteinu CD133 (cluster of differentiation 133), kdy CD133 pozitivni bunky
vykazovaly vySsSi schopnost tvofit nadory nez buriky CD133 negativni (O’Brien
et al.,, 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007). V dalSich studiich byly mezi znaky
pfidany napfiklad CD44 a CD166 (Dalerba et al., 2007), CD29, CD24 a LGRS
(leucine-rich repeat-containing G protein-coupled receptor 5) (Vermeulen et al.,
2008) &i ALDH1 (aldehyde dehydrogenase 1) (Huang et al., 2009). Rada t&chto
znakl se ale nachazi i na normalnich kmenovych burikach tlustého stfeva, coz
komplikuje oddéleni téchto populaci, navic ani jeden z téchto znaku neuréuje
CSC s absolutni jistotou — napfiklad i mezi CD133 negativnimi burfikami existuji
kmenové bunky schopné tvofit nadory se stejnou frekvenci jako buriky CD133
pozitivni (Shmelkov et al., 2008).

Spojeni mezi fyziologickymi a nadorovymi kmenovymi bunkami je pro vyvoj
nadoru podstatné. Jelikoz vétSina stfevnich epitelialnich bunék ma rychly
Zivotni cyklus a k nahromadéni dostateCného pocCtu mutaci je zapotfebi déle
Zijicich bunék, jsou cilem mutaci pravdépodobné fyziologické kmenoveé bunky
stfevniho epitelu, ze kterych se nadorové kmenové bunky vyvijeji a dale
zajidtuji zachovani a rust nadoru (Vermeulen and Snippert, 2014). Na zakladé
studia nadorovych kmenovych bunék by bylo mozné pfipravit efektivnéjsi

léCebna schémata s cilem eliminovat vyvoj KRCa.



2.4 Prognostické znaky u KRCa

U kolorektalniho karcinomu podobné jako u dalSich malignit a nemoci obecné
nalézame znaky, které nas mohou informovat o prubéhu nemoci Ci efektivité
pouzité IéCby. Prvni kategorii nazyvame prognostické znaky — ty napovidaji
o dalSim prubéhu choroby, jeji agresivité a o rizicich pro pacienta. Prediktivni
znaky pak dokazi predpovédét efektivitu léCby danym pfipravkem. Obé
kategorie jsou dulezité pro klinickou praxi, jelikoz prognostické znaky mohou
napovédét o nutnosti IéCby a prediktivni o jejim typu, coZ v kombinaci pfinasi
benefit pro pacienta, ktery muzZe byt uSetfen organismus zatéZujici
a potencialné nefunkcni l1ecby. V predkladané praci jsme se zaméfili pfedevsim
na prognostické znaky vyuzitelné u KRCa.

Znaky pro prognézu onemocnéni jsou podstatné predevSim pro ty pacienty,
u kterych je obtizné zhodnotit benefit terapie (chemoterapie i biologické 1€Cby)
oproti zhorSeni kvality zivota a pfipadnym komplikacim (napfiklad toxicité
lécby). U KRCa se jedna pfedevSim o indikaci adjuvantni chemoterapie u
pacientl s nadorem ve stadiu UICC Il (Gray et al., 2007).

Vztah k progndze byl studovan u gend typicky mutovanych u kolorektalniho
karcinomu, napfiklad TP53, u kterého je vliv na prognézu prokazatelny jen
u pokrocilych stadii onemocnéni (lacopetta et al., 2006). Podobnym pfipadem
jsou i dalsi typické zmény u KRCa, mutace genu APC a ztrata cCasti
chromozomu 18, kde je jejich prognosticky efekt nejisty. Z prognostického
hlediska byly zkoumany i mutace genU podstatnych pro predikci odpovédi
na Ié€bu monoklonalnimi protilatkami, ale v pfipadé nadmérné exprese EGFR
(receptor epidermalniho rlstového faktoru) ani mutace genu KRAS nebyl

pozorovan vyrazny vztah k prognoze (Walther et al., 2009).

S prognoézou onemocnéni mohou byt spojovany i celé podtypy KRCa, kde lepSi
prognézu pozorujeme u pacientl s vysokym stupném mikrosatelitni nestability
(Popat et al., 2005). Pokud se u pacientd vyskytne kombinace mikrosatelitni
nestability a mutace genu BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog
B) vedouci k zaméné& aminokyseliny V600E, znamena to pro pacienta vysoce
negativni progn6zu onemocnéni (French et al., 2008). Podobné pacienti



s pfitomnosti aberantni metylace CpG ostrivkd jakékoli urovné vykazuji

zkraceni celkového preziti (OS) (Juo et al., 2014).

Pribéh onemocnéni se vklinické praxi muoze sledovat pomoci hladin
nadorovych znakl karcinoembryonalniho antigenu a nadorového antigenu 19-9,
které jsou stanovovany ze séra €i plazmy. Vypovidaci hodnota téchto znaku
neni pfilis vysoka, ale v hrubych rysech muze informovat o rozvoji onemocnéni
Ci ztraté odpovédi na pouzivanou lécbu (Bystrom et al., 2012; Duffy et al.,
2014).

K prognéze onemocnéni Ize pouzit i kombinace znaku, které mohou dohromady
pfinést vysSi senzitivitu i specificitu testu a l|épe stratifikovat pacienty.
V souCasnosti existuji testy MammaPrint a OncoTypeDX zalozené na genové
expresi pro lepsi stratifikaci pacientek po operaci nadoru prsu. Podobné snahy
existuji i v pfipadé kolorektalniho karcinomu (Jorissen et al., 2009; O’Connell et
al., 2010; Wang et al., 2004; Yothers et al., 2013), ale z navrzenych panelu se
zatim Zadny v klinické praxi rutinné nepouziva. Pfikladem komercné
dostupnych paneld mohou byt OncoPrint a OncoTypeDX Colorectal Cancer
(Kelley and Venook, 2011).

Z prognostického pohledu jsou sledovany i imunitni bunky infiltrujici nadorovou
tkan. Jejich detekce se obvykle provadi imunohistochemicky a studované
leukocyty jsou identifikovany podle pfitomnosti typickych, nejCastéji
povrchovych znakl. Napfiklad infiltrace nadoru CD57 a CD68 pozitivnimi
bufikami je pro pacienta pozitivni informace (Chaput et al., 2013).
U metastatického KRCa byla popsana lepsi progn6éza u pacienttd s vysokou
infiltraci CD45R0O pozitivnimi burikami (Lee et al., 2013). V nasSi pfedchozi studii
jsme jako pozitivni prognosticky faktor popsali i infiltraci nadoru S100 (S100

calcium binding protein) pozitivnimi imunitnimi bunkami (Liska et al., 2012).

U kolorektalniho karcinomu se studuje fada dalSich znakd s potencialem pfispét
k progn6ze onemocnéni. Z recentni literatury se jedna napfiklad o expresi
CD26 proteinu, jehoz zvySena hladina detekovana imunohistochemicky
v nadoroveé tkani je spojena se zhorSenou progndézou (Lam et al., 2014), Ci
zvySené mnozstvi inhibitoru bunéfné smrti survivinu, které je spojeno se

zhorSenou prognozou a metastatickym fenotypem (Krieg et al., 2013).
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3 Cile a hypotézy dizertacni prace

Zakladnim cilem predkladané dizertacni prace bylo ziskat nové poznatky
o biologickém chovani kolorektalniho karcinomu, jednoho z nej¢astéjSich typu
nadorovych onemocnéni. Pfedevsim se jednalo o identifikaci znaku, které maji
potencidl pfinést nové informace k prognéze pacientd v riznych stadiich vyvoje
KRCa.

V této praci jsou soustfedény vysledky dvou projektt, které pfistupovaly
k identifikaci prognostickych znak( odliSnym a CasteCné komplementarnim
pfistupem. Experimentalné ziskana data byla vztazena ke klinickym

a patologickym udajum a statisticky analyzovana.

Cilem prvni studie bylo vyuziti rutinné dostupné metodiky, jakou je
imunohistochemické vySetfeni nadorové tkané, ke studiu vztahu pfitomnosti
znakl nadorovych kmenovych bunék a prognézy pacienti s metastazujicim
kolorektalnim karcinomem. Imunohistochemie jako hlavni metodika byla
vybrana z duvodu jeji dostupnosti v patologickych laboratofich, v pfipadé
pozitivnich vysledkl by tedy jejimu uplatnéni v klinické praxi nebranila
dostupnost specializovanych pfistroj.

Druha studie jako hlavni metodicky princip vyuzivala kvantitativni
polymerazovou fetézovou reakci pro detekci rozdilné expresni hladiny
studované skupiny gent mezi vzorkem zdravé a nadorové tkané u pacientu
s KRCa. Diky tomuto pfistupu bylo mozné sledovat vice znaku b&éhem jednoho
experimentu. Nevyhodou tohoto pfistupu je specializovana pfiprava
a zpracovani vzorku, proto tato prace spiSe nez na rychlé zavedeni vystupu ke
klinické praxi sméfovala k ziskani novych informaci o nadorové biologii, o které

bychom se mohli opfit v dalSich navazujicich studiich.

Hypotézy:

l. Pfi imunohistochemickém stanoveni pfitomnosti CD44 a CD133 proteinu
v nadorove tkani budou identifikovany vztahy mezi expresni hladinou

v primarnim a sekundarnim nadoru z téhoz pacienta.
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Intenzita znaceni proteind CD44 a CD133 bude souviset s celkovym
a bezpfiznakovym prezitim pacienta — na zakladé pFevazujicich
literarnich udaju pfedpokladame snizeni obou ukazatell se vzristajici

intenzitou znadeni.

Analyza relativni expresni hladiny u genl zafazenych do druhé studie

ukaze rozdily mezi zdravou a nadorovou tkani.

Expresni hladina studovanych genu bude korelovat se sledovanymi
klinickymi parametry a expresni rozdil bude pouzitelny pro stanoveni

prognozy u pacientl s KRCa
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4 Souhrn materialu a metod

4.1 Imunohistochemicka detekce CD44 a CD133

4.1.1 Soubor pacientu

Do studie byli zafazeni pacienti operovani mezi lety 1996 az 2010 pro primarni
kolorektalni karcinom a nasledné metastazu kolorektalniho karcinomu do jater,
u kterych byly k dispozici parafinové bloCky tkani a kompletni klinické udaje.

Popis studovaného souboru v ¢ase diagnozy KRCa je k dispozici v Tabulce 1.

Tabulka 1 - Popis souboru pacientl vstupujicich do studie.

parametr pocet
celkovy pocet 94
pohlavi (muzi / zeny) 57137
vék v Case primarni operace (roky)

median 61,9
mezikvartilovy rozsah 12,4
vék v Case operace jater (roky)

median 63,2
mezikvartilovy rozsah 11,9
Velikost tumoru (T)

T1 3
T2 3
T3 73
T4 9
neznama 6
Lymfatické uzliny (N)

NO 27
N1 37
N2 16
neznamé 14
Vzdalena metastaza (M)

MO 45
M1 49
Grading (G)

G1 19
G2 53
G3 13
neznamy 9
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4.1.2 Imunohistochemické zpracovani vzorkt

Parafinové bloCky byly pfipraveny podle standardniho protokolu fixaci 8%
formaldehydem a naslednym zalitim do parafinu. TlouStka pouzitych fezl byla
5 um a jako pfehledné barveni preparatl byla zvolena kombinace hematoxylinu
a eozinu. Pro imunohistochemickou analyzu byly pouzity protilatky CD44
(DF1485, 1:100, Dako, Glostrup, Dansko) a CD133/1 (AC133, 1:100, Miltenyi
Biotech, Bergisch Gladbach, Némecko). Vzorky nebyly vystaveny zadné
specialni aktivaci antigent. Primarni protilatky byly vizualizovany pomoci
senzitivnihno komplexu streptavidin — biotin — peroxidaza (Biogenex, San
Ramon, Kalifornie, USA). Specificita barveni byla ovéfena potfebnymi

pozitivnimi a negativnimi kontrolami.
4.1.3 Semikvantitativni analyza preparatt

Intenzita znaCeni CD44 protilatkou byla stanovena v oblasti nadorové tkané
pomoci 10x objektivu na Skale O (negativni) az 3 (silné pozitivni).
Semikvantitativni méfitko bylo zalozeno na intenzité signalu pozorovatelného
v bunkach nadoru, nikoli v nadorovém stromatu. Pro hodnoceni CD133 bylo
v péti mikroskopickych polich s objektivem 40x spocCitano mnozstvi pozitivnich
nadorovych zlazek a mnozstvi vSech nadorovych zlazek v daném poli. Priklady

hodnoceni intenzity znaCeni jsou na obrazcich 1 a 2.
4.1.4 Statisticka analyza

Odectené hodnoty se pohybovaly v rozmezi od 0 do 3 v pfipadé CD44 a od 0
do 1 vpfipadé CD133. Skupiny pacientl pro porovnani byly definovany
nezavisle pro kazdou hodnocenou proménou rozdélenim souboru dle medianu
této proménné. Analyzy preziti byly provedeny pomoci Kaplan-Meier kfivek
s Cox-Mantel testem. Pozitivni vysledky (p < 0,05) byly validovany Coxovym
modelem proporcionalnich rizik s naslednym chi-kvadrat testem. Vztahy mezi
kategoriemi TNM ¢i gradingu tumoru a CD44 ¢i CD133 pozitivitou byly
hodnoceny Mann-Whitney U testem. Korelace mezi intenzitou znaceni obéma
protilatkami v KRCa a jaterni metastaze byly testovany pomoci Spearmanova
koeficientu poradové korelace. VSechny statistické analyzy byly provedeny
v softwaru STATISTICA (StatSoft, Tulsa, OK, USA).
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Obrazek 1 — Znacleni tkané protilatkou proti CD133. Nador negativni na
pritomnost CD133 (A,B) a nador pozitivni na pfitomnost CD133 proteinu (C,D).
ZvétSeni 200x (A,C), detaily ve zvétSeni 400x (B,D).

Obrazek 2 - Znaceni tkané protilatkou proti CD44. Ukazky intensity znaceni 0
(A), intensita 1 (B), intensita 2 (C) a intenzita 3 (D). VSechny pfiklady jsou ve
zvétSeni 400x.

15



4.2 Expresni profil vybranych gent u kolorektalniho karcinomu
4.2.1 Vybér kandidatnich gent

Geny pro studii byly vybrany na zakladé praci vénovanych kolorektalnimu
karcinomu a vyuzivajicich mikroCipové metodiky k urCeni rozdilné abundance
MRNA (messenger RNA) ve sledovanych vzorcich (Kleivi et al., 2007; Kwong et
al., 2005) a nasledného studia literatury. Seznam genu vstupujicich do studie
shrnuje Tabulka 2.

Referenéni geny GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
a POLRZ2A (polymerase (RNA) Il (DNA directed) polypeptide A) byly vybrany na
zakladé dat ziskanych ve spoleéném projektu s nasSimi spolupracovniky

(Hlavata et al., 2012) a na zakladé vlastnich vysledku.

Tabulka 2 - Seznam genu vstupujicich do studie. GenelD je unikatni
identifikator genu z databaze NCBI (National Center for Biotechnology
Information), stejné jako mMRNA kaod.

GenelD | zkratka nazev genu mRNA kod

7447 VSNLA1 visinin-like 1 NM_003385.4

11132 | CAPN10 calpain 10 NM_023083.3

1462 VCAN versican NM_004385.4

137075 | CLDN23 claudin 23 NM_194284.2

11034 | DSTN destrin (actin depolymerizing NM_006870.3
factor)
sterile alpha motif domain

154075 | SAMD3 containing 3 NM_001017373.2

5594 MAPK1 qr}goRgzn—actlvated protein kinase NM_002745 4
collagen triple helix repeat

115908 | CTHRC1 containing 1 NM_138455.2
mesoderm  induction  early

166968 | MIER3 response 1, family member 3 NM_152622.3
acyl-CoA synthetase long-chain

51703 | ACSL5 family member 5 NM_016234.3
solute carrier family 26 (sulfate

1836 SLC26A2 transporter), member 2 NM_000112.3
leucine-rich repeat-containing G

8549 LGRS protein-coupled receptor 5 NM_003667.2
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4.2.2 Soubor pacientu

Do studie bylo zafazeno 53 pacientu operovanych na Chirurgické klinice
Fakultni nemocnice v Plzni mezi lety 2008 az 2010. Soubor byl rozdélen do
dvou skupin na pacienty paliativné operované, u kterych se v dobé primarni
operace nachazela vzdalena metastaza nejCastéji v jatrech (N=25), a radikalné
operované, u kterych nebylo patrné metastatické lozisko ve vzdalenych
organech (N=28). Popis souboru je shrnut v Tabulce 3.

4.2.3 I1zolace RNA

RNA (ribonukleova kyselina) z tkanovych vzorku byla ziskdna pomoci TRI
REAGENT®RT (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA) s pouzitim
standardniho protokolu vyrobce. Mnozstvi RNA bylo stanoveno méfenim
absorbance na pfistroji Infinite M200 (Tecan, Mannendorf, Svycarsko). Kvalita
RNA byla urena pomoci elektroforézy v agarozovém gelu. Pouze RNA
s pomérem absorbance 230nm/260nm > 1,7 a bez degradace viditelné na
elektroforetickém gelu byla pouZita pro dal8i analyzu. U €asti vzorkd bylo navic
stanoveno ,RNA integrity number® pomoci pfistroje 2100 Bioanalyzer (Agilent,
Santa Clara, CA, USA).

4.2.4 Reverzni transkripce

K syntéze komplementarni DNA (cDNA) byl vyuzit RevertAid First Strand cDNA
Synthesis Kit (Fermentas, Waltham, MA, USA). Do kazdé reakce o objemu
20 ul vstupovalo 500 ng celkové RNA. Pfed samotnou reverzni transkripci byla
RNA inkubovana s DNazou | (Top-Bio, Vestec, Ceska republika) po dobu
5 minut pfi pokojové teploté kvuli odstranéni potencialni kontaminace
genomickou DNA. Pro priming reverzni transkripce byla vyuzita smés
oligo(dT)18 a nahodnych hexamerl s finalni koncentraci kazdého z nich

2,5 uM. V dalSich krocich se pokracovalo dle protokolu vyrobce.

Kvalita ziskané cDNA byla otestovana pomoci PCR (polymerazova fetézova
reakce) amplifikaci genu GAPDH avysledny produkt byl detekovan
v agarozovém gelu pomoci barvy SYBR Safe (Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA). Diky wvyuziti pfisluSnych kontrol bylo mozné odhalit pfipadnou
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kontaminaci

externim zdrojem nukleovych kyselin.

izolované RNA genomickou DNA i

kontaminaci

chemikalii

Tabulka 3 - Klinické parametry studovaného souboru, uvedeny
jsou vzdy pocty pacientu zafazenych do dané kategorie.

Skupina A | Skupina B

(paliativni) | (radikalni) | P e
Pohlavi 17/8 19/9 1 Fisherav
(muzi/Zeny) exaktni
Vék v dobé diagndzy (roky)
Median 65 63,5 Mann-
Mezikvartilovy 7 12 0,485 Whitney U
rozsah
Velikost tumoru (T)
T2 1 Pearson(v
T3 19 21 0,989 | Chi-
T4 6 kvadrat
Lymfatické uzliny (N)
NO 11 Pearson(v
N1 11 10 0,681 | Chi-
N2 7 kvadrat
Vzdalena metastaza (M)
MO 0 28 Fishertv
M1 25 0 <0.001 1 oxaktni
Grading (G)
G1 4 3 Pearsonuv
G2 20 18 0,101 | Chi-
G3 1 7 kvadrat
Lokalizace primarniho nadoru
Tlusté stfevo 9 19 Fisherilv
Rektosigmgic!eum 16 8 0,025 exakini
nebo konecnik

4.2.5 Kvantitativni real-time PCR

K designu oligonukleotidl pro detekci mnozstvi mRNA jednotlivych genl byl

vyuzit

software Primer-3,

navrzené oligonukleotidy byly syntetizovany

spoleCnosti Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Seznam sekvenci je shrnut

v Tabulce 4. Pro detekci produktt byl zvolen Power SYBR Green PCR master

mix (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) kompatibilni s pouzitym pfistrojem
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7500 Fast (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Geny byly rozdéleny do
dvou skupin podle nasedaci teploty (58°C pro CLDNZ23, SLC26A2, VSNL1,
CAPN10, VCAN, MAPK1 a 60°C pro LGR5, DSTN, MIER3, ACSL5, CTHRC1,
SAMD3). Parametry reakci byly nasledovné: pocatecni zahfati 50°C po 20 s,
pocateCni denaturace 95°C po 10 min anasledné 42 cykld sloZenych
z denaturace 95°C po 15 s, pfisednuti a polymerizace pfi 58°C (60°C) po 1 min.
Po skonCeni amplifikace nasledovalo stanoveni kfivky tani v jednotlivych
jamkach s cilem urCit pfipadné kontaminace C¢i nespecifické amplifikace.
Vysledky byly zpracovany v softwaru dodavanému k pfistroji 7500 Fast a
zakladni statisticka analyza provedena softwarem REST2009 (Qiagen,
Hildesheim, Némecko).

Tabulka 4 - Seznam sekvenci oligonukleotidi pouzitych pro

gPCR. tm — teplota nasedani oligonukleotidl ve stupnich Celsia

vypoCtena pfi jejich navrhu, a.l. — délka amplikonu
syntetizovaného pfi pouziti dané dvojice oligonukleotidu.

nazev sekvence 5°- 3’ tm | a.l.
F_hVSNL1 agaactgttgagttttatcattttcg 59 90
R_hVSNL1 caggggccagtttgctatt 60
F_hDSTN cctggcatcttggaaatcat 59 99
R_hDSTN aaagcagattacaatgtagccctaa 59
F_hSAMD3 catgcaaacagaagcagctc 59 9%
R_hSAMD3 ttttcagctggatagaaagatgg 59
F_hLGRS aatcccctgeccagtctc 60 74
R_hLGR5 cccttgggaatgtatgtcaga 59
F_hVCAN gcacctgtgtgccaggata 60 70
R_hVCAN cagggattagagtgacattcatca 60
F_hMIER3 ttgaggaaggaaataatgattggt 60 113
R_hMIER3 caccaaagtaactggtcttcgtt 59
F_hMAPK1 ccgtgacctcaagccttc 59 72
R_hMAPK1 gccaggccaaagtcacag 60
F_hSLC26A2 ggttggcagcactgtaacct 60 64
R_hSLC26A2 cacttgaaagaagcccatcg 60
F_hCLDN23 ttgcatcaatataattattgggtttt 59 66
R_hCLDN23 agtttgcatggcaaggagtt 59
F_hCAPN10 tgccagagggaggatgtg 60 73
R_hCAPN10 gctcgtaggacccatggac 60
F_hACSL5 ttcctgtctcttgcataaaggtt 59 95
R_hACSL5 ccaattcggagatgatccac 60
F_hCTHRC1 ccaaggggaagcaaaagg 60 74
R_hCTHRC1 cccttgtaagcacattccatta 59
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4.2.6 Statisticka analyza

Ke vSem statistickym testum byl pouzit software STATISTICA (StatSoft, Tulsa,
OK, USA). Statisticka vyznamnost rozdilu mezi expresi sledovanych genu
v nadorové a zdravé tkani byla testovana pomoci Wilcoxonova paroveého testu.
DalSim krokem byla analyza preziti s cilem identifikovat vztahy mezi expresnimi
daty a celkovym a bezpfiznakovym prezitim. Vztah mezi expresni hladinou
kazdého genu a OS byl hodnocen pro cely soubor pacientu i zvlast pro
radikalni a paliativni skupinu. U radikalni skupiny pacientt byl navic hodnocen
vztah expresnich dat a DFl (bezpfiznakové preziti) po operaci primarniho
nadoru. Pro kazdy sledovany gen byly skupiny pacientd rozdéleny na zakladé
medianu expresnich hodnot daného genu a nasledné doSlo k porovnani
jednotlivych vzniklych podskupin. Pro kazdou analyzu byly vytvofeny Kaplan-
Meier kfivky a rozdil byl testovan Gehan-Wilcoxon, Cox-Mantel a log-rank

testem.

Vztah lokalizace tumoru a genové exprese byl stanoven pomoci Mann-Whitney
U testu poté, co byli pacienti rozdéleni do dvou skupin dle lokalizace nadoru

v tlustém strfeveé Ci v rektosigmoideu a rektu.

Korelace mezi jednotlivymi expresnimi zménami byly testovany pomoci

Spearmanova korela¢niho koeficientu.
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5 Vysledky a diskuze

5.1 Imunohistochemicka detekce proteinti CD44 a CD133

5.1.1 Vysledky

Celkové bylo do studie zahrnuto 94 pacientl s primarnim KRCa a sekundarnim
loziskem v jaterni tkani. Vzorky s nizkou kvalitou obarveni byly z dalSiho
vyzkumu vyfazeny. Ve sledovaném souboru dosahovalo celkové preziti v 1, 3
a 5 roce po operaci jaterni metastazy 88%, 65% a 35%, u bezpfiznakového
preziti byl podil pacientu ve stejnych ¢asovych okamzicich 38%, 16% a 8%.

U CD44 intenzity nebyl pozorovan zadny vztah mezi OS nebo DFI ani
u jednoho typu vzorku (Kaplan-Meier kfivky pro DFI jsou znazornény v obrazku
3a a 3b). U CD133 znaceni v KRCa bylo pozorovano delSi DFI u pacientt
s pozitivitou nad median studovaného souboru (Cox-Mantel p = 0,0244)
(obrazek 4a), u jaterni metastazy zadny vztah znaceni k OS ani DFI pozorovan
nebyl (Kaplan-Meier graf pro DFI je na obrazku 4b). CD133 intenzita v KRCa se
tak v naSem souboru pacientd chovala jako pozitivni prognosticky faktor. Toto
pozorovani bylo potvrzeno i Coxovym modelem proporcionalnich rizik
s pouzitim hodnoty CD133 pozitivity jako jediné nezavislé proménné (chi-
kvadrat p = 0,0137).

Pomér CD133 pozitivnich a negativnich Zlazek se lisil v zavislosti na gradingu
nadoru, kdy v KRCa byla nizSi pozitivita u nadoru stadia G1 oproti stadiu G2
(Mann-Whitney U test p = 0,0248) (obrazek 5a) a u CD133 v jaterni metastaze
byla niz8i pozitivita u pacientu stadia G1 v porovnani s pacienty stadia G2 nebo
G3 (Mann-Whitney U test p = 0,0470) (obrazek 5b). Porovnani s TNM
klasifikaci ukazalo rozdily v CD44 intenzité, kdy vySSi intenzita byla u stadia NO
v porovnani se stadii N1 a N2 (Mann-Whitney U test p = 0,0287) (obrazek 6a) a
rovnéz pfi porovnani NO pouze se skupinou N2 (Mann-Whitney U test
p = 0,0212) (obrazek 6b).

Spearmanova korelace odhalila vztah mezi CD133 pozitivitou u KRCa a jaterni
metastazy (Spearman R = 0,5466, p = 0,00068).
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a DFI podle CD44 v primarnim tumoru b DFI podle CD44 v metastaze
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Obrazek 3 - Kaplan-Meier kfivky porovnavajici DFI u skupin pacienta ze
studovaného souboru rozdélenych dle medianu intenzity znaceni proti CD44

v KRCa (a) a vjaterni metastaze (b). V obou pfipadech se porovnavané
skupiny mezi sebou signifikantné nelisily.
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Obrazek 4 - Kaplan-Meier kfivky porovnavajici DFI u skupin pacientu ze
studovaného souboru rozdélenych dle medianu intenzity znaceni proti CD133

v KRCa (a) a v jaterni metastaze (b). Vyssi procento CD133 pozitivnich zlazek
v KRCa bylo spojeno s prodlouzenim DFI.
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Obrazek 5 - Korelace klinickych dat s procentem CD133 pozitivnich Zlazek. (a)
rozdilné hodnoty CD133 pozitivity v KRCa dle odliSného gradingu primarniho
tumoru, (b) rozdilné hodnoty CD133 pozitivity v jaterni metastaze na zakladé

gradingu odpovidajiciho primarniho nadoru.
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Obrazek 6 - Korelace klinickych dat s intenzitou CD44 znaceni. (a) rozdilné
hodnoty CD44 intenzity u KRCa dle odliSné invaze nadoru do lymfatickych
uzlin, (b) rozdilné hodnoty CD44 intenzity u jaterni metastazy na zakladé

odlisné infiltrace uzlin odpovidajiciho primarniho nadoru.
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5.1.2 Diskuze

Koncept nadorovych kmenovych bunék a jejich vyznamu pro vyvoj nadoru je
Siroce pfijimany, nicméné spojeni jednotlivych znakd CSC s klinickymi udaji je
stale velmi obtizné (Ren et al., 2013). U CD44 je problémem velké mnozstvi
sestfihovych variant s odliSnou funkci a studie vlivu CD44 na klinické chovani
nadoru vétSinou neuspély v nalezeni vztahu k OS ¢i DFI (Galizia et al., 2012;
Langan et al., 2012; Li et al., 2013). Ke stejnému vysledku dosSla i pfedlozena
studie. CD44 tedy neni mozné pouzit jako jediného znaku ke zpfesnéni
prognézy pacientl. Nicméné byl v nasi studii pozorovan pokles intenzity

barveni v primarnim nadoru v sekvenci NO — N1 — N2, tedy pacienti s nejvysSim

v v

Vv,

CD44 — dependentni vazby na extracelularni hmotu (Galizia et al., 2012).

CD133 byl prvni znak pouzivany k identifikaci CSC u kolorektalniho karcinomu
(O'Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007). Problémem pfi
imunohistochemické detekci CD133 mulze byt maskovani epitopu pro protilatku
AC133/1 posttranslacni modifikaci béhem diferenciace CSC, coz muze vést ke
snizeni vazby protilatky k cilové molekule (Kemper et al., 2010). Nékteré studie
ukazuji, ze nikoliv pouha pozitivita €i negativita, ale Ze mnozstvi CD133 proteinu
muze odlisit buriky s odliSnou rastovou kapacitou (Liao et al., 2010). Rozsahla
meta-analyza CD133 exprese v KRCa ukazala, ze zvySené mnozstvi CD133
proteinu koreluje s nékterymi klinicko-patologickymi faktory a ze je mozné
zvySené mnozstvi CD133 povazovat za negativni prognosticky znak (Chen et
al.,, 2013). V naSem uUzce vymezeném souboru pacientd byl CD133 expresi
pfifazen opacny vliv, kdy pacienti s vétSim mnozstvim CD133 pozitivnich Zlazek
méli delSi bezpfiznakové preziti. Jiz dfive byla exprese CD133 spojena spisSe
s dobfe a stfedné diferencovanymi nadory v porovnani s nediferencovanymi
KRCa, které jsou spiSe CD133 negativni (Horst et al., 2008). U metastatického
KRCa bylo zjisténo, ze CD133 jsou Castéji v G1/G0 fazi bunétného cyklu nez
vSCi G2/M fazi (Gharagozloo et al., 2012). Na zakladé téchto informaci
muzeme soudit, Zze CD133 je produkovano predevSim v pomaleji se délicich
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bunikach a také zZe je spojovano spiSe s nadory s lepSi prognozou. Tato data

mohou osvVétlit pozitivni prognosticky efekt CD133 pozorovany v nasi studii.

Na zakladé pozorované asociace mezi prodlouZzenim DFI a CD133 v KRCa
a nikoliv v jaterni metastaze je mozné spekulovat, Ze vlastnosti primarniho
nadoru mohou byt pro recidivu onemocnéni podstatnéjSi nez charakter jaternich

metastaz.

5.2 Expresni profil vybranych genu u kolorektalniho karcinomu

5.2.1 Vysledky

Deset genu vykazovalo rozdilnou expresni hladinu mezi zdravou a nadorovou
tkani v celkovém souboru 53 pacientd. U &ty genl byla detekovana vysSi
exprese v nadorové tkani (LGRS, CTHRC1, VSNL1 a VCAN), u Sesti genu byla
exprese v nadoru snizena (DSTN, MIER3, ACSL5, MAPK1, CLDN23 a
SLC26A2) (obrazek 7).

Relativni exprese

128 _—

hESEET ] ERy

1/4
1/8
1/16 —

Expresni pomér
N

/64 uE ~~ Median
1/128 [ 25%-75%
1/256 1 Min-Max

VSNL1 MAPK1 CLDN23 SLC26A2 CAPN10 VCAN LGR5 DSTN MIER3 ACSL5 CTHRC1 SAMD3
Gen

Obrazek 7 - Expresni zména studovanych genu pfi porovnani zdravé
a nadorové tkané. Bilé obdélniky znazoriiuji geny se snizenou expresi ve
zdravé tkani, tmavé Sedé obdélniky geny se zvySenou expresni hladinou
v nadoroveé tkani a svétle Sedé obdélniky geny, u nichZ nebyla detekovana

statisticky vyznamna zména expresni hladiny.
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Ve studovaném souboru pacientd byl pozorovatelny rozdil v celkovém preziti
u pacientl zafazenych do paliativni skupiny v porovnani s pacienty v radikalni

skupiné (Cox-Mantel p = 0,016, Wilcoxon p = 0,041 a log-rank p = 0,019).

Pfi korelaci relativnich expresnich hladin s klinickymi daty nebyl u Zadného
genu prokazan vztah s vékem, parametry TNM Kklasifikace ani s gradingem

tumoru.

Celkové a bezpfiznakové preziti bylo hodnoceno z pohledu exprese
sledovanych gena v jednotlivych tkanich v porovnani s referenénimi geny
arovnéz z pohledu expresniho rozdilu mezi zdravou a nadorovou tkani.
V prvnim pfipadé byl na hladiné vyznamnosti p = 0,05 objeven vliv exprese
VSNL1 v nadorové tkani na OS v kompletnim souboru pacientl, kdy exprese
VNSL1 nad median znamenala prodlouzeni OS (Cox-Mantel p = 0,033
alog-rank p = 0,032) (obrazek 8a). PFi rozdéleni pacientd do jednotlivych
sledovanych podskupin byl u radikalni skupiny pozorovan vztah mezi expresi
SLC26A2 v nadorové tkani nad median souboru a delSim OS (Cox-Mantel
p = 0,036) (obrazek 8b). V pfipadé DFI bylo v radikalni skupiné pacientu
pozorovano prodlouzeni DFI pfi expresi VSNL1 ve zdravé tkani pod median
sledované populace (Cox-Mantel p = 0,022 a log-rank p = 0,020) (obrazek 9a)
a pfi expresi SLC26A2 ve zdravé tkani nad median sledované populace
(Cox-Mantel p = 0,012, Wilcoxon p = 0,014 a log-rank p = 0,011) (obrazek 9b).

Hodnoceni vztahu relativni exprese mezi zdravou a nadorovou tkani a OS
a DFl pfineslo celkem Ctyfi statisticky vyznamné vysledky. V kompletnim
souboru pacientd znamenalo vyrazné snizeni expresni hladiny CLDN23
zkraceni OS (Wilcoxon p = 0,045) (obrazek 10a). DalSi tfi vysledky se tykaly
pouze pacientl v radikalni skupiné, kdy méné vyrazné sniZeni expresni hladiny
SLC26A2 a ACSLS znacilo delsi DFI (Wilcoxon p = 0,046, Cox-Mantel p =
0,045 a log-rank p = 0,041 pro SLC26A2, Wilcoxon p = 0,040 pro ACSLY)
(obrazek 10b a 11a). U LGRS bylo prokazano prodlouzeni DFI u pacientt
s vy$8im narustem expresni hladiny (Wilcoxon p = 0,046, Cox-Mantel p = 0,028
a log-rank p = 0,026) (obrazek 11b).

U lokalizace tumoru bylo porovnani expresnich hladin vSech 12 studovanych
genlt pomoci Man-Whitney U testu v nadorové tkani nesignifikantni. U zdravé
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stfevni sliznice byly popsany rozdily v hladiné MAPK1 (p = 0,032), LGRS
(p = 0,003), MIER3 (p = 0,026) a CTHRC1 (p = 0,042), kdy pacienti s tumorem

lokalizovanym v tlustém stfevé vykazovali

vyS88i hladinu téchto genu

v porovnani s geny referencnimi. Z pohledu relativni expresni zmény byl

pozorovan rozdil u genu VCAN, kdy pacienti stumorem v tlustém stfevé

vykazovali menSi narlst exprese v nadorové tkani oproti pacientll s tumorem

v rektosigmoideu/rektu, kde byla expresni zména vysSi (p = 0,031).
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Obrazek 8 — (a) vliv VSNL1 exprese v nadoroveé tkani (n.t.) na OS v kompletnim

studovaném souboru; (b) vliv exprese SLC26A2 v nadorové tkani na OS u

radikalni skupiny.
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Obrazek 9 — (a) vliv exprese VSNL1 ve zdravé tkani (z.t.) na DFI u radikalni

skupiny;. (b) vliv exprese SLC26A2 v nadorové tkani na DFI u radikalni skupiny.
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a Pokles CLDN23 v nadorové tkani Pokles SLC26A2 v nadorové tkani (radikalni skupina)
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Obrazek 10 — (a) vliv expresni zmény CLDNZ23 na OS v kompletnim
studovaném souboru; (b) vliv expresni zmény SLC26A2 na DFI u radikalni
skupiny.
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Obrazek 11 — (a) vliv expresni zmény ACSLS na DFI u radikalni skupiny; (b)
vliv expresni zmény LGRS na DFI u radikalni skupiny.

5.2.2 Diskuze
VSNL1

Tento gen koduje protein pro neuronalni vapnikovy kanal a jeho funkci je
modulace aktivity adenylat cyklazy (Braunewell et al., 1997). V souvislosti
s nadorovym onemocnéni byl VSNL1 popsan jako inhibitor proliferace u bunék
odvozenych od neuroblastomu, zaroven zvysSoval jejich migracni kapacitu (Xie
et al., 2007). U epitelialnich nadoru byl popsan jako supresor nemalobunééného
karcinomu plic (Fu et al., 2008) a inhibitor epitelo-mezenchymalniho pfechodu u
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bunék skvamozniho karcinomu (Schonrath et al,, 2011). V pfipadé
kolorektalniho karcinomu vykazoval VSNL7 snizenou expresni hladinu u
bunécné kultury HCT116 po =zastaveni bunécného cyklu pomoci
selenomethioninu (Goulet et al., 2007) a byl zkouman jako potencialni znak pro
identifikaci cirkulujicich nadorovych bunék v periferni krvi (Findeisen et al.,
2008). V predchozich studiich byla popsana korelace mezi VSNL1 expresi
a infiltraci lymfatickych uzlin nadorovymi burikami (Akagi et al., 2012), v nami
studovaném souboru pacientd vztah pozorovan nebyl. Pfinosem studie byl
popis vztahu mezi vySSi expresni hladinou VSNLT1 v nadorové tkani
a prodlouzenim OS, ¢imz by bylo mozné ukazat na jeho potencialni roli jako
nadoroveho supresoru i u kolorektalniho karcinomu a doplnit tak data dostupna
z jinych typu nadort (Fu et al., 2008, 2010). Opacny efekt na zkraceni DFI
u pacientl s vySSi expresi VSNL1 ve zdravé tkani je otazkou k dalSimu

vyzkumu.
VCAN

Protein kédovany genem VCAN je jednou z hlavnich slozek extracelularni
hmoty a hraje podstatnou roli v regulaci bunécné migrace (Zhang et al., 2012),
proliferace (Miquel-Serra et al., 2006) a adheze (Evanko et al., 2012).
V minulosti byl VCAN spojen s rdznymi malignimi onemocnénimi, napfiklad
s karcinomem zaludku (Zhang et al., 2012), pankreatu (Skandalis et al., 2006)
a kolorekta (Tsara et al., 2002). U nami zkoumaného souboru pacientl jsme
prokazali zvySeni exprese genu VCAN v nadorové tkani, coz je v souladu se
zménami na proteinové urovni popsanymi v literatufe (Theocharis, 2002; Tsara
et al., 2002). Rozdil ve zméné exprese byl odliSny v zavislosti na lokalizaci
tumoru (rektum/sigmoideum oproti tlustému stfevu). V naSi studii zména

exprese nekorelovala se zadnym ze studovanych klinickych parametr(.
LGRS

LGR5 protein je povaZzovan za jeden ze znaku fyziologickych intestinalnich
a jaternich kmenovych bunék (Becker et al., 2008; Huch et al., 2013).
Pfedchozi studie ukazuji na narust exprese LGR5 v nadorové tkani spojeny
s produkci LGRS v takzvanych nadorovych kmenovych burikach (Kleist et al.,
2011; Uchida et al., 2010). U souboru pacienttd studovaného v pfedkladané
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studii bylo pozorovano zvySeni expresni hladiny v nadoroveé tkani a statisticka
analyza ukazala na vztah mezi prodlouzenim DFl a vySSi expresi LGRS.
Duvodem by mohl byt vztah mezi expresi LGRS a bunéfnou adhezi, kdy jsou
potencialni nadorové kmenové bunky s vysokou hladinou LGRS pevnéji vazany
ve struktufe nadoru a bunky se snizenou produkci LGRS jsou vice schopné
migrovat (Walker et al., 2011), coZz by vysvétlovalo kratsi DFl u pacientd
s niz§im mnozstvim LGR5 z divodu snazs$iho rozsevu nadoru. Oproti tomu
fada pfedchozich publikaci popsala negativni efekt naristu exprese LGRS u
pacientl s ruznymi typy nadoru (Nakata et al., 2013; Simon et al., 2012; Wu et
al., 2012). Vzhledem k rozporim ohledné efektu LGR5 na progndézu KRCa

pfipravujeme ovéfeni vysledku na nezavislém souboru pacientu.
CTHRC1

Tento gen koduje protein s popsanou roli pfi remodelaci cévniho fecisté
(Pyagay et al., 2005) a jeho expresni zména byla pozorovana v fadé typu
solidnich nadort v€etné nadoru tlustého stfeva (Palma et al., 2012; Tang et al.,
2006). Nedavno byl CTHRC1 popsan jako prediktor snizeného pfezivani u
KRCa (Tan et al.,, 2013). V nami studovaném souboru tento gen vykazal
nejvysSi narust exprese v nadorové tkani, ale jeho vztah k prognéze potvrzen
nebyl, pfestoze byl dobfe pozorovatelny trend zkraceni OS u pacientu se
zvySenou hladinou CTHRC1 v nadoru.

SLC26A2

Tento gen patfi do rodiny aniontovych vymeéniku a kanall a jeho hlavni funkci je
prenos SO, aniontl. Zména vijeho funkci je pricinou  &asti
chondrodysplastickych poruch (Alper and Sharma, 2013). In vitro byla nizSi
exprese SLC26A2 spojena s vySSi proliferaci bunécné linie odvozené od
kolorektalniho karcinomu (Yusa et al., 2010) a snizeni exprese bylo pozorovano
i u bioptickych vzorku (Galamb et al., 2008). V naSem souboru pacient bylo
detekovano vyrazné snizeni expresni hladiny SLC26A2 v nadorové tkani, které
znamenalo snizeni OS i DFI ve skupiné radikalné lé€enych pacientd. Moznou
priCinou vedouci ke zkraceni OS i DFlI mlze byt nepfesné usporadani

extracelularni hmoty z ddvodu aberantni sulfatace proteind kvdli snizeni
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mnozstvi SLC26A2 proteinu, coz mize usnadnit migraci nadorovych bunék

skrze tkan.
CLDN23

Tento gen je Clenem rodiny klaudini, ktera u clovéka d&ita 24 zastupcu
kodujicich proteiny se Ctyfmi transmembranovymi doménami s roli ve tvorbé
tésnych spoju mezi sousedicimi burikami (Lal-Nag and Morin, 2009). CLDN23
byl popsan jako gen se sniZzenou expresi u intestinalniho typu nadoru zaludku
(Katoh and Katoh, 2003). NasSe studie odhalila snizeni expresni hladiny
i u kolorektalniho karcinomu. Uroveri zmény korelovala s prognézou celkového
preziti. Pacienti s méné vyraznym snizenim expresni hladiny méli delSi OS
v porovnani s témi, u nichz doslo k vyraznému poklesu prepisu genu CLDNZ23.
Protein CLDN23, stejné jako dalSi ¢lenové rodiny klaudinu, hraje roli ve tvorbé
tésnych spoji mezi bunikami. Deregulace produkce klaudini byla v posledni
dobé spojena nejen s vySSi migracni schopnosti nadorovych bunék, ale
i s epitelo-mesenchymalnim pfechodem a nadorovymi kmenovymi bunkami,
a jejich role v nadorové biologii je tedy pravdépodobné komplexnéjsi, nez se
tusilo (Kwon, 2013).

ACSLS

Proteinovy produkt tohoto genu je enzym s roli v biosyntéze lipidu a degradaci
mastnych kyselin. SniZzeni exprese ACSL5 bylo spojeno s karcinomem tenkého
stfeva (Gassler et al., 2003). U gliomu je exprese ACSL5 povazovana za faktor
zlepSujici preziti pacientd (Mashima et al., 2009). Role ACSL5 proteinu
v bunécné apoptoze je spojena s proteinem mortalinem a aktivaci p53 (Klaus et
al., 2014). V predchozi studii vénované KRCa bylo pomoci microarray dat
zjisténo zvyseni exprese v nadorove tkani (Yeh et al., 2006), v nasi studii bylo
mnozstvi ACSLS5 mRNA nizsi v nadorové tkani oproti zdravé tkani, navic jsme
pozorovali vztah mezi snizenim exprese a zkracenim DFI, kdy nejkratSi DFI
méli pacienti s nejvyraznéjSim poklesem ACSLS. Tyto =zavéry ukazuji
na pravdépodobnou protektivni funkci proteinu ASCL5 u KRCa, v souladu
s udaji dostupnymi z jinych typd nadorovych onemocnéni. U analyzy ACSL5

exprese a rovnéz funkce jsou problematické odliSné efekty jednotlivych
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sestfihovych variant, kdy napfiklad ACSL5 o plné délce ma pro-apoptotickou
funkci (Gassler et al., 2007).

DSTN

DSTN gen koduje aktin vazebny protein destrin, ktery hraje podstatnou roli
v dynamice polymerizace aktinu jako aktin depolymerizaéni faktor (Bamburg
and Wiggan, 2002). V souvislosti s nadorovym onemocnénim byla role proteinu
DSTN popsana béhem apoptdézy indukované membranovym androgenovym
receptorem u bunék nadoru prostaty (Papadopoulou et al.,, 2008) a jeho
pozitivni efekt na migracni kapacitu neuroblastomovych bunék (Lefranc et al.,
2009). Snizeni exprese DSTN bylo jednim 2z mechanismi vedoucich
k zablokovani migrace a invazivni schopnosti nadoru zaludku (Yu et al., 2013).
V nasi studii bylo pozorovano snizeni mirné expresni hladiny DSTN v nadorové

tkani bez vztahu ke klinickym parametriim
MIER3

MIER3 je velice malo studovanym genem, az vroce 2012 byl asociovan
s nadorovymi onemocnéni jako kandidatni gen u nadora prsu (denDekker et al.,
2012) a zaroven se zaradil mezi nejCastéji mutované geny u vysoce
mutovanych podtypld kolorektalniho karcinomu (The Cancer Genome Atlas,
2012). NaSe data ukazala snizenou expresi u KRCa bez pozorovani silnych
vztahu ke klinickym datum.

MAPK1

Mitogen-aktivovana proteinova kinaza 1 je finalni kinazou MAPK drahy, ktera
ma mnoho rdznych roli vbunéfném Zzivoté vcetné regulace proliferace,
diferenciace Ci genové exprese (Zassadowski et al., 2012). V kolorektalnim
karcinomu bylo pozorovano snizeni exprese v nadorové tkani v pfedchozich
studiich (Wang et al., 2000), stejné tomu bylo i v naSich vzorcich, vztah ke

klinickym parametrdm pozorovan nebyl.
SAMD3

Funkce SAMD3 je neznama, tento gen byl vybran na zakladé mozného zvysSeni
expresni hladiny béhem vyvoje KRCa (Kleivi et al., 2007) a popsané interakci

proteinu SAMD3 s proteinem FANCG (Fanconi anemia, complementation group
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G) (Rual et al., 2005), ktery hraje roli v udrzovani genomickeé integrity (Fei et al.,
2005). Tato interakce by mohla mit podstatnou roli béhem vyvoje KRCa. Diky
absenci expresni zmény SAMD3 jsme nemohli hodnotit jeho vztah ke klinickym

parametram.
CAPN10

U genu CAPN10, vapnikem aktivované cysteinova proteazy (Ono and
Sorimachi, 2012), byl dfive popsan jednonukleotidovy polymorfizmus spojeny
se susceptibilitou ke vzniku KRCa (Frances et al., 2007). V nasi studii jsme se
pokusili porovnat vztah mezi hladinou transkripce a klinickymi parametry
pacientl s KRCa, zména mnozstvi jeho mRNA mezi zdravou a nadorovou tkani

ale nebyla detekovana, a proto nebylo mozné tento vztah hodnotit.
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6 Zaveéry prace

V nasi studii bylo prokazano, Ze i Casto studované znaky spojované
s nadorovymi kmenovymi burikami, jako CD44 a CD133, mohou nést i jiny
vyznam pro chovani nadoru, nez je v soucasnosti obecné pfijimano. Napfiklad
u CD133 je mozné pozorovat pozitivni i negativni prognosticky vyznam. Nase
studie byla od pfechozich praci odliSna tim, Ze nehodnotila po€et nadorovych
kmenovych bunék ¢i intenzitu znaCeni CD133 protilatkou v jednotlivych
burikach, ale celkové mnozstvi CD133 pozitivnich Zlazek v poméru ke Zlazkam
negativnim na CD133 barveni. Tento pfistup, pokud by byl prognosticky
vyznam ovéfen na validacni skupiné pacientt, by byl jednodu$e hodnotitelny
patology pfi rutinnim vySetfeni nadorové tkané, coz by mohlo pfinést nove

znaky podstatné pro prognézu.

Zaroven je potifeba studovat roli jednotlivych proteinl, pouzivanych jako znaky
nadorovych kmenovych bunék, v biologii nadoru. Pochopeni jejich funkce mize
pomoci s vysvétlenim pozorovanych protichudnych vlastnosti pfi korelaci
s klinickymi daty, a usnadnit tak pouziti téchto znakl pro zpfesnéni progndzy

u pacientl s kolorektalnim karcinomem.

V ¢asti vénované expresni hladiné vybranych genu byla na studovaném
souboru pacientl identifikovana expresni zména mezi zdravou a nadorovou
CLDN23 a celkového preziti pacientll a spojeni expresnich zmén SLC26A2,
ACSL5 a LGR5 s bezpfiznakovym pfezitim u pacientl, ktefi v dobé primarni
operace neméli vzdalenou metastazu. | pfes pomémé maly soubor
studovanych pacientd jsou vysledky studie zajimavé, jelikoz ukazuji nové
spojitosti mezi jednotlivymi geny a progn6ézou u pacientd s kolorektalnim
karcinomem.

Kromé role jako prognostického faktoru mohou objevené vztahy mezi expresi
genu a DFI ¢i OS pfinést nové informace i o biologii kolorektalniho karcinomu.

Napfiklad vliv expresni zmény ACSL5 svédcCi o metabolické zméné v nadorove

tkani, u SLC26A2 zase o zméné v transportu iontd pfes membranu, pfiCemz
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o pfesném mechanizmu a vlivu téchto zmén na nadorové bunky je

v souc€asnosti mozné pouze spekulovat.

Geny, jejichz expresni zména byla spojena s klinickymi parametry, budou dale
prozkoumany na rozSifeném souboru pacientl s cilem ziskat robustné&jsi sadu
dat. Zaroven byl vliv expresnich zmén pouzit pro konstrukci matematického
modelu, ktery dokaze predpovidat prognézu pacientt na zakladé diferencialni
exprese Ctyf ze setu dvanacti studovanych genu s vySSi presnosti, nez jakou
ma progndza zaloZzena pouze na jednom genu. Tento skérovaci systém je

v souCasnosti podrobovan dalSi analyze na novém souboru pacientu.

Z hlediska pUvodnich hypotéz se nam podafilo ¢aste¢né potvrdit hypotézu |,
kdy korelace mezi primarnim nadorem a jeho metastazou byla nalezena
u CD133. Hypotéza ¢Cislo Il byla vyvracena, vztah ke klinickym datim byl
nalezen pouze u CD133 a to opacny, nez bylo pfedpokladano. Hypotéza Cislo
lll byla potvrzena, kdyz zdvanacti studovanych gent deset vykazovalo
rozdilnou hladinu transkripce mezi zdravou a nadorovou tkani. | pro hypotézu
Cislo IV bylo pozorovano nékolik pozitivnich spojeni, které jsou rozebrany

v pfedchozim textu.

Identifikace novych prognostickych znakl je podstatna z pohledu zpfesnéni
odhadu dalSiho rozvoje KRCa u jednotlivych pacientl. Prognostické znaky maji
potencial pomoci s rozdélenim pacientl nejen dle patologického vySetieni, ale
i dle molekularnich znaku. Cilem je rozlidit pacienty, u kterych je nezbytné
pouziti onkologické IéCby od téch, jejichz prognéza by podanim této léCby
nebyla ovlivnéna. Tato prace ukazuje nové znaky vyuzitelné v prognéze KRCa,
které by po jejich validaci bylo mozné zafadit do prospektivnich klinickych studii.
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