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Souhrn

Kolorektdlni karcinom je jednim z nejcasté&ji se vyskytujicich nddorovych onemocnéni. BohuZel, vyznam-
nd ¢ast pacientl v klinickych stadiich II a III umira do péti let po radikalnim chirurgickém zdkroku nésled-
kem progrese onemocnéni. Raciondlni pfistup k indikaci adjuvantni 1é€by pro tyto pacienty nabizi mole-
kulérni charakterizace jejich rizika napii¢ obéma klinickymi stddii pomoci technologie DNA ¢ipii. Do studie
byly zatfazeny bioptické vzorky dvandcti pacientl s histologicky potvrzenym kolorektdlnim karcinomem
(KRK) v klinickém stadiu II a III tvofené minim4lné ze 70% malignimi butikami. Sest pacientii mé&lo dobr-
ou progndzu s délkou bezptiznakového pieziti (DFS) delsi nez 36 mésicli, Sest mélo Spatnou progndzu s
DFS krat§im neZ 36 mésict. Pomoci nizkohustotnich oligonukleotidovych makrocipti spole¢nosti Supe-
rArray urcenych k relativni kvantifikaci exprese 128 genl potencidlné zapojenych do procesu metastazo-
vani, byly identifikovany profily genové exprese primarnich KRK vSech 12 pacientli. Analyzou expresnich
profild pomoci t-testu (4=0,01) a metody SAM jsme identifikovali 10 genil rozdilné exprimovanych (9 up-
regulovanych, 1 down-regulovany) v primarnich naddorech pacientil se Spatnou prognézou. NaSe vysledky
nasvédcuji, Ze technologie nizkohustotnich oligonukleotidovych makrocipt je uzite¢nou pomuckou pro lep-
§i pochopeni molekuldrni podstaty progrese nddorového onemocnéni a zlepSeni predikce metastatického
potencidlu primédrnich nddori u pacientl s lokoregiondln€ pokrocilym kolorektdlnim karcinomem.

Kli¢ova slova: kolorektalni karcinom, DNA ¢ipova technologie, profily genové exprese, progndza

Summary

Colorectal cancer (CRC) is one of the most common malignancies. Unfortunately, a significant proportion
of surgically cured patients in the early stage of the disease develop progression and die from the disease.
Twelve patients who had histologically confirmed left-sided colon adenocarcinoma with a volume fraction
showing at least 70% of malignant tumor cells were included. Only stage II-III patients according to IUCC
with no prior chemotherapy or radiotherapy were eligible for the study. Six patients were poor prognosis
cases with disease free survival (DFS) lower then 36 month and six were good prognosis cases with DFS>36
month. Relative gene expression levels of 128 genes potentially involved in cancer progression and disse-
mination were obtained by low-density oligonucleotide microarrays (SuperArray Bioscience Corp., Bet-
hesda, MD) from 12 primary colon cancer samples. Gene expression data analysis based on the SAM and t-
test (4 = 0, 01) methods identified 10 genes with significantly different expression in primary tumors of
patients with poor prognosis. Our preliminary data suggest that oligonucleotide microarray technology should
contribute to a better understanding of the progression of colorectal cancer, and facilitate prediction of the-
ir metastatic potential.

Key words: colorectal cancer, DNA microarray technology, gene expression profiles, pathogenesis, pro-
gnosis
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Uvod

Kolorektdlni karcinomy (KRK) patfi v Ceské republice
k nejcetnéjSim naddorovym onemocnénim. Posledni publikova-
nd data udavaji jejich ro¢ni incidenci 78 ptipadi a mortalitu 41
ptipadt na 100.000 obyvatel. To nasi zemi fadi na prvni misto
v Evropé a jedno z prednich mist ve svété. V 16¢be tohoto one-
mocnéni i pies vzristajici ndklady neni dosahovano uspokoji-
vych vysledkt. Jednim z diivodil je skute¢nost, Ze pacienty v kli-
nickém stadiu II (pT3-pT4, pNO) a III (pT2-pT4, pN+) po
radikdlnim chirurgickém zékroku neni moZné s dostatecnou sen-
zitivitou rozdélit na skupinu s vysokym a nizkym rizikem relap-
su onemocnéni a nasledné pro né vytvoftit individudlni 1é¢ebny
plan. Priblizng 20-30% pacientd v klinickém stadiu IT umird do
péti let na progresi onemocnéni, protoZe nebyli na zdkladé€ sou-
Casné pouZzivanych diagnostickych kriterii (histologicka klasi-
fikace, grade, klinicky rozsah, ojedinélé molekularni markery)
vyhodnoceni jako rizikovi z hlediska progrese onemocnéni
anedostali potfebnou adjuvantni chemoterapii. U pacienti v kli-
nickém stadiu III (k progresi dochézi ptibliZzné€ u 50%) je situa-
ce opacnd. Naprosta vétsina pacientl po chirurgickém zakroku
absolvuje adjuvantni chemoterapii, pfestoze celkové preZiti
vyznamné zlepSuje pouze u 10-20% téchto pacientil a ostatni
prochézi zatéZujici chemoterapeutickou 1écbou bez zietelného
benefitu. Tyto skute¢nosti maji samozfejmé vyznam také z hle-
diska farmakoekonomiky. Je tedy zfejmé, Ze soucasna kriteria
pro stanoveni progndzy u pacientil v klinickém stadiu IT a III ne-
maji z hlediska predikce relapsu a celkového pieziti dostatec-
nou informativni hodnotu. Raciondlni pristup k indikaci adju-
vantni 16¢by nabizi molekuldrni charakterizace vysoce rizikové
podskupiny napiic€ pacienty v obou klinickych stddiich pomoci
technologie DNA ¢ipt [1].

Nadéjné vysledky prinesla studie zaméfena na hledani novych
prognostickych markerti relapsu onemocnéni s vyuZitim
oligonukleotidovych mikro¢iptt Affymetrix U133a. Na sou-
boru 74 pacientl ve stddiu Dukes B (stddium II) byla identifi-
kovana sada 23 geni, kterd na nezavislém valida¢nim soubo-
ru 36 pacientl predikovala relaps s presnosti 78% (p =0,0001)
[2]. DNA mikrocipy byly pouZzity také k vytvofeni moleku-
larniho stagingu kolorektdlnich karcinomu. Pro 78 vzorkl
kolorektalnich karcinomt byly ziskany expresni profily pomo-
ci 32,000 cDNA mikrocipi (TIGR), z nichZ se pomoci klast-
rové analyzy podaftilo identifikovat sadu 43 gent, kterd um-
oziovala nezavisle na klinické klasifikaci rozdélit pacienty na
dvé prognostické skupiny ve vztahu k celkovému preziti. Pti
cross-validaci byla tato sada genti, obsahujici mimo jiné také
geny pro osteopontin a neuregulin, schopnd piedpovédét 36
mésicni preZziti s prfesnosti 90% (p<0,001) [3]. Retrospektivni
studii zaméfenou na predikci relapsu onemocnéni provedl na
souboru 25 pacientil klinického stddia Dukes C (stddium III),
u kterych byl jedinou 1é¢ebnou modalitou radikalni chirurgic-
ky zékrok Arango a kol. (2005). Ziskany klasifikator tvofeny
17 geny byl schopny pfi cross-validaci spravné zaradit 88%
pacientt a rozdélit je z hlediska dlouhodobého DFS na hladi-
né pravdépodobnosti (p < 0,0001) [4].

Studie zaloZené na technologii vysokohustotnich oligo-
nukleotidovych nebo DNA mikrocipt prokazaly velice dobré
analytické vlastnosti, bohuZel s minimalnim prinikem mezi
nalezenymi genovymi sadami. Srovnatelnost a reprodukova-
telnost t&chto studii je nane$tésti vyznamné ovlivnéna jejich
technologickou rozmanitosti a vysledky, kterych bylo pomo-
ci nich dosaZeno nelze povazovat za konkluzivni [5]. Pfedpo-
kladame, Ze pro naSe ucely bude vhodné&jsi zaméfit se na
sledovéni konkrétnich biologickych procesii spojenych s inva-
zivitou a diseminaci charakterizovanych pomoci sady gent jiz
dfive popsanych u jinych typt nddort. Na stejném predpo-
kladu je zaloZena napiiklad prace Nosha a kol. (2005) zamé-
fend na porovnéni expresnich profilt kolorektdlnich adenomil

a Casnych stadii karcinomli pomoci nizkohustotniho cDNA
makrocipu [6]. Pro nasi studii jsme se proto rozhodli pouZit
nizkohustotni oligonukleotidové makrocipy spole¢nosti Supe-
rArray ur€ené k relativni kvantifikaci exprese 128 geni poten-
cidlné zapojenych do procesu metastazovani.

Cilem studie je ziskdni expresnich profil prognosticky
odliSnych skupin pacienti s kolorektidlnim karcinomem v kli-
nickém stadiu II a III pomoci oligonukleotidovych makroci-
pu, jejich porovnani a identifikace gent se signifikantné roz-
dilnou expresi mezi skupinami pacientt s riiznou progndézou.
Tento pfistup je zaloZen na pfedpokladu, Ze pozdé€jsi vysoce
invazivni a metastaticky fenotyp kolorektdlnich karcinomd je
detekovatelny jiZ v primarnich karcinomech pacientt s loko-
regiondlnim postiZenim tj. v klinickém stadiu ITa ITI [7]. Detek-
ce tohoto specifického molekularniho profilu by v budoucnu
mohla slouzit k individualizaci terapie u pacientt s kolorek-
talnim karcinomem [8].

Material a metody

Soubor pacientii

Do studie bylo zatazeno 12 pacienttl ve véku 52-76 let v dobé di-
agnozy s histologicky potvrzenym sporadickym kolorektalnim
adenokarcinomem v klinickém stadiu II a III dle IUCC (pT3-
pT4, pNO nebo pT2-pT4, pN+), ktefi podstoupili chirurgicky
zdkrok v Masarykove onkologickém ustavu v letech 2001 az
2005 (viz. tabulka €. 1). Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin
z hlediska progndzy na zéklad€ parametru disease free survival
(DFS). Sest pacienti mé&lo dobrou prognézu (DFS>36 mésicti,
medidn 43), Sest pacientll Spatnou prognézu (DFS<36 mésicil,
median 13).

Izolace a kontrola kvality RNA

Biopticky materiél byl ihned po chirurgickém vyjmuti zamra-
zen a uskladnén pfi -80°C do dal§iho zpracovéni. Celkova RNA
byla izolovana pomoci TriReagentu (MRC, Research, USA)
dle doporuceni vyrobce, v nékterych pripadech preciSténa na
kolonkéch uZitim kitu ArrayGraded (SuperArray Bioscience
Corp.). Cistota byla ovéfena spektrofotometricky a nekonta-
minovand RNA (A260/A280>2; A260/A230 > 1,7) byladale
zpracovéna. Intergrita RNA byla kontrolovdna metodou kapi-
larni gelové elektroforézy pfistorojem Agilent 2100 Bioana-
lyzer (Agilent Technologies). Pouze nefragmentovand RNA
charakterizovand hodnotou RIN (RNA Integrity Number) vy-
$8i neZ 7 byla pouZita pro dal$i analyzy [9].

Zpracovdni oligonukleotidovych makrocipii (Oligo GEArrays)
K ziskani expresnich profild jsme pouZili nizkohustotni
oligonukleotidové makroCipy spolecnosti SuperArray Tumor
Metastasis Oligo GEArray (OHS-028) urcené k relativni kvan-
tifikaci exprese celkem 128 geni potencidlné zapojenych do
procesu nadorové invazivity a metastazovani (geny souviseji-
ci s bunécnou adhezi, extracelularni matrix, angiogenezi, regu-
laci bunécného cyklu, apoptozou). K linedrni amplifikaci ~3
ng intaktni RNA kazdého vzorku a jejimu znaceni biotinem-
16-UTP (Enzo Life Sciences) jsme pouZili kit TrueLabeling-
AMP™ 2.0 (SuperArray Bioscience Corp.). Ziskand cRNA
byla preciSténa pomoci kolonkového kitu ArrayGrade™
cRNA Cleanup Kit (SuperArray Bioscience Corp.). cRNA son-
dy byly nasledn€ denaturovédny a hybridizovany 20 hodin na
nylonovou membranu makrocipu nesouciho oligonukleotido-
vé sondy specifické pro jednotlivé geny. Hybridizovand cRNA
byla detekovana po vazbé biotinu na avidin-fosfatdzovy kon-
jugat chemiluminiscencni reakci s ¢inidlem CDPstar (Tropix,
Inc., Bedford, MA). VSechny postupy byly provedeny dle
doporuceni vyrobce. Chemiluminiscencni obraz byl sniman
12bitovou chlazenou CCD kamerou (Synoptics Ltd .) po dobu
17 minut.
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Analyza obrazu a zpracovdni dat

Analyza obrazu, odecteni pozadi (spot s nejniZsi intenzitou)
a normalizace dat byla provedena pomoci webové aplikace
GEArray Expression Analysis Suite (SuperArray Bioscience
Corp.). Intenzita signdlu jednotlivych spotl byla normalizo-
véana pomoci sady housekeepingovych genit GAPDH, ACTB,
HSPCB a B2M (viz obr. 1 - A16- F16). Statistickd analyza
a vizualizace normalizovanych dat byly provedeny pomoci
softwaru TIGR MultiExperiment Viewer version 3.1 (The
Institute for Genomic Research, 2003, ) [10]. K identifikaci
genii rozdiln€ exprimovanych mezi dvéma skupinami pacien-
th jsme pouZili dvouvybérovy t-test (0. = 0,01) a metodu SAM
(Significance Analysis of Microarrays) [11], podminkou byl
minimalné dvojndsobny rozdil v expresi nalezenych genit mezi
skupinami. Metoda SAM byla pouZita pro studii typu ,,two
class unpaired data“ s poctem permutaci 1000, pro minimalni
hodnotu odhadu FDR (false discovery rate) byla stanovena
hranice A = 1,5. Nejvyznamnéjsi geny ziskané pomoci obou
metod byly pouZity pro shlukovani pacientl s dobrou progno-
zou a pacientl se Spatnou prognézou pomoci metody hierar-
chického shlukovani (HCL) (viz obr. 2). Analogicky byly ana-
lyzovany rovnéZ expresni profily kolorektdlnich karcinomu
dle anatomické lokalizace.

C D E F G H

Lo N A W N e
LT - B - T

5P_4 - Pacient se $patnou progndzou DP_1 - Pacient s dobrou prognézou

Obrazek 1.: Ukazka nizkohustotnich oligonuklotidovych makrocipt dvou
analyzovanych vzorki

Dobrd prognoza DFS»38m  Spatnd progndza DFS<36m

Obrazek 2.: Ukazka klastrogramu vytvofeného na zdkladé 10 genti se sig-
nifikantné rozdilnou expresi mezi skupinami pacientl s rozdilnou pro-
gnézou
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Vysledky

Unifikace zkoumaného souboru, eliminace faktorii ovliviiuji-
cich ¢ipové analyzy

Vzhledem k popsanym vyraznym rozdilim v expresnich pro-
filech nddort vykazujicich mikrosatelitni nestabilitu byla pro-
vedena imunohistochemickd analyza reparacnich proteint
MSH2, MLH1 a PMS2 [12] a do studie byly zafazeny pouze
nadory s nepravdépodobnou mikrosatelitni nestabilitou. Za
ucelem eliminace vlivu anatomické lokalizace na rozdily
v expresnich profilech riznych prognostickych skupin byly
nddory rozdéleny také z hlediska jejich lokalizace vzhledem
ke splenické flexufe (proximdln€ a distaln€, 5 vs . 7) a analy-
zovany samostatné. K vylouceni vyznamné kontaminace jiny-
mi bunéénymi populacemi (lymfocyty, fibroblasty) byly vSe-
chny vzorky ovéfeny patologem z hlediska zastoupeni
nddorovych bunék. Vzorky tvofeny z vice nez 70% nadoro-
vymi butikami byly déle zpracovany [13]. Pouze nekontami-
novand a nefragmentovanid RNA (RIN > 7) byla pouZita k ¢ipo-
vym analyzdm [9]. VySe uvedend kriteria spliiovalo 12
(z testovanych 20) vzorkll nésledné pouzitych ve studii.
Vyhodnoceno bylo rovnéZ rutinné provadéné stanoveni hla-
din nddorového markeru CEA (karcinoembryondlni antigen)
v krevnim séru. Podle ocekavani byla skupina pacientt se Spat-
nou prognézou spojena s vySSi pooperacni sérovou hladinou
CEA neZ skupina s dobrou prognézou (medidn 7,1 vs. 1,9 ug/l).

Analyza expresnich profilii prognosticky rozdilnych pacientit
Pro monitorovéni relativni exprese 128 genii potencidlné
zapojenych do progrese a diseminace nddorového onemocné-
ni bylo pouZito nizkohustotnich oligonukleotidovych makro-
¢ipt spolecnosti SuperArrray (OHS-028). Panel relativni
exprese téchto gentli byl ziskan pro 12 bioptickych vzorki pri-
marnich kolorektalnich karcinomil neptfedlécenych pacient,
klinicky charakterizovanych v tabulce 1 . Pfiklady dvou niz-
kohustotnich oligonukleotidovych makro¢ipt jsou ukazany
naobrazku 1. Geny s expresi nizsi nez 5% mediinu byly pova-
Zovéany za neexprimované. Ve vSech 12 ptipadech byla po-
zorovéana detekovatelnd genova exprese u vice nez 40% (roz-
sah 41- 75%) spott pfitomnych na makrocipu. Pomoci t-testu
(oe=0,01) ametody SAM bylo identifikovano 10 gent (9 up-
regulovanych, 1 down-regulovany) se signifikantnim vice nez
dvojndsobnym rozdilem v expresi mezi dvéma prognosticky-
mi skupinami pacient (viz tabulka 2). Tato sada genti nésled-
né umoznila v klastrové analyze rozdélit pacienty do skupin
dle progndzy (viz obr. 2). Z hlediska biologické funkce jsou
mezi up-regulovanymi geny zastoupeny predevsim onkogeny
(MYC,MYB, KRAS, SRC) dile hepatélni ristovy faktor HGF,
transkrip¢ni faktor ETV4, regulator buné¢ného cyklu PTEN
a molekuly extraceluldrni matrix a bunééné adheze (CDS82,
HPSE). SniZenou expresi vykazoval ve skupiné pacientl se
Spatnou progndzou pouze antiangiogenni inhibitor metalop-
roteindzy 2 (TIMP2).

Profily genové exprese proximdlné a distdlné lokalizovanych
kolorektdlnich karcinomii

Rozdily v profilech genové exprese mezi levostrannymi (leZi-
ci distadlné od splenické flexury) a pravostrannymi (leZici
proximalné od splenické flexury) kolorektdlnimi karcinomy
byly opakované popsany [14]. Abychom vyloucili potencil-
ni interferenci rozdilt v profilech genové exprese souviseji-
cich s prognézou onemocnéni a anatomickou lokalizaci, roz-
délili jsme zkoumany soubor z hlediska anatomické lokalizace
(pravostranné vs. levostranné, 5 vs. 7) a provedli analyzu
expresnich profilti analogickym postupem jako v piipadé pro-
gndzy. Pomoci t-testu (oe=0,01) ametody SAM (A =0,5) byly
identifikovéany 4 geny se signifikantni vice neZ dvojndsobnou
expresi v proximalné leZicich kolorektalnich karcinomech.
Tato mal4 skupina gentl je tvofena dvéma transkripnimi fak-
tory (ETV6, EWSR1), regulatorem bunécného cyklu NF2 a ad-
hezivni molekulou FAT (viz. tabulka ¢. 3).



Tabulka ¢. 1.: Charakteristika zkoumaného souboru pacientt

Pacient Vék Pohlavi  Klinické stadium Lokalizace pTNM Grade  CEA [ug/] Stav pii kontrole  DFS
dpl 73 Zena 1.B C184 (P) pT3NIMO G2 34 remise 58
dp2 73 muz ILA C185 (D) pT3NOMO G2 2,1 remise 54
dp3 61 Zena ILA C182 (P) pT3NOMO Gl 1.9 remise 41
dp4 56 Zena ILA C187 (D) pT3NOMO G2 0,5 remise 44
dp5 62 Zena IILA C190 (D) pT2N1MO G2 0,7 remise 36
dp6 61 muz 1I1.B C186 (D) pT3N1IMO G2 1.9 remise 36
spl 52 muz JIW:N C190 (D) pT3NOMO G2 94 met. v mezenteriu 20
sp2 72 muz ILA C183 (P) pT3NOMO G2 4,8 jaterni metastazy 6
sp3 60 zena II.C C180 (P) pT4N2MO G3 1,4 jaterni metastazy 13
sp4 73 muz ILA C182 (P) pT3NOMO Gl 1,7 kostni metastazy 7
spS 52 muz ILA C190 (D) pT3NOMO Gl 41 lokalni recidiva 18
sp6 76 muz 1I1.B C190 (D) pT3N1IMO Gl 22,6 lokdlni recidiva 12

(P) — proximdlné lokalizované nddory, (D) — distdlné lokalizované nddory, DFS — disease free survival, CEA —karcinoembryondlni antigen (referencni

mez CEA < 4,6 ug/l)

Tabulka ¢. 2.: Skupina gent s vice neZ dvojnasobné rozdilnou expresi u pacientil s nepfiznivou prognézou (p<0,01)

GeneBank Symbol Ndzev A Pozice p-value
NM_005417 SRC V-src sarcoma viral oncogene homolog + HI12 0,004
NM_000314 PTEN Phosphatase and tensin homolog + Cl1 0,001
NM_006665 HPSE Heparanase + D6 0,004
NM_000601 HGF Hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor) + E6 0,003
NM_005375 MYB V-myb myeloblastosis viral oncogene homolog + H9 0,001
NM_004985 KRAS V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog + G7 0,002
NM_002231 CD82 CD82 antigen (KAIl) + E7 <0,001
NM_001986 ETV4 Ets variant gene 4 (E1A enhancer binding protein, EIAF) + E4 0,002
NM_002467 MYC V-myc myelocytomatosis viral oncogene homolog + All <0,001
NM_003255 TIMP2 TIMP metallopeptidase inhibitor 2 - G13 <0,001
Tabulka ¢. 3.: Skupina gent s vice neZ dvojnasobnou expresi v proximalné leZicich kolorektalnich karcinomech (p<0,01)

GeneBank Symbol Ndzev A Pozice p-value
NM_001987 ETVe6 Ets variant gene 6 (TEL oncogene) + F4 0,001
NM_005243 EWSR1 Ewing sarcoma breakpoint region 1 + G4 <0,001
NM_006665 FAT FAT tumor suppressor homolog 1 (Drosophila) + H4 0,004
NM_000268 NF2 Neurofibromin 2 (bilateral acoustic neuroma) + Cl10 0,003
Diskuze apoptotickym genem Bcl-X na proteinové urovni. Exprese

Cilem této studie bylo ovéfit, zda vysoce invazivni a metasta-
ticky fenotyp kolorektalnich karcinomt (KRK) je detekova-
telny jiZz v primarnich karcinomech pacientt s lokoregional-
nim postiZenim a zda by tento specificky molekuldrni profil
mohl slouZit ke stanoveni jejich prognézy. Zkoumany soubor
byl proto rozdélen do dvou prognostickych skupin na zakladé
délky bezptiznakové pieZiti (DFS). Abychom zjistili zmény
v expresi genl spojenych s invazivitou a diseminaci nadoro-
vého postiZeni analyzovali jsme profily genové exprese pri-
mérnich kolorektalnich karcinomi téchto dvou skupin
pacientd.

Analyzou exprese 128 gent ziskanych pomoci oligonukleoti-
dového makrocipu se ndm t-testem a metodou SAM podaftilo
identifikovat 10 gent (9 up-regulovanych, 1 down-regulova-
ny) s minimaln€ dvojndsobnym rozdilem v expresi u skupiny
pacienti s nepfiznivou prognézou. Nékteré z téchto geni byly
v souvislosti s invazivitou a metastazovdnim kolorektalnich
karcinom jiZ popséany.

Onkogen MYC ma zdsadni vyznam v regulaci bunécné proli-
ferace a diferenciace. Je jednim z cilovych genti regulovanych
B-kateninovym komplexem, jehoZ inhibice produktem APC
genu je u KRK znemoZnéna jeho ¢astymi mutacemi [15, 16].
Zvysend hladina mRNA onkogenu MYC byla u kolorektal-
nich karcinomt asociovédna rovnéZ s vyssi frekvenci relapsi
onemocnéni a niZ§im celkovym pteZitim [17]. Up-regulace
onkogenu MYC spole¢né s onkogenem MYB byla inverzné
korelovédna s mirou apoptdzy v nddorové tkani [18]. Pro tuto
asociaci svédci také popsand ko-exprese onkogenu MYB s anti-

obou gent byla na souboru 91 KRK asociovéna se zvySenym
rizikem progrese nidorového onemocnéni a niZ$im celkovym
prezitim [19]. Nami pozorovana up-regulace onkogenit MYB
a MYC je v souladu se soucasnymi poznatky o jejich dloze
v kolorektalni kancerogenezi. Mutace onkogenu KRAS se
vyskytuji pfiblizné€ v 50% kolorektdlnich karcinomt a adeno-
mu vétSich neZ 1 cm. K mutacim onkogenu KRAS (pfedev§im
v kodonech 12 a 13) dochézi nejCastéji pfi pfechodu ze stadia
¢asného adenomu k pokroc¢ilému adenomu. Tyto mutace byly
opakované asociovany s nepfiznivou prognézou [20]. Rovnéz
zvySené hladiny proteinu RAS byly spojeny s hor§im celko-
vym preZitim nezévisle na stddiu onemocnéni [21, 22]. Onko-
gen SRC patii do rodiny gent kédujicich tyrozinkindzy se
zasadni roli v transdukci rozlicnych bunécnych signélti zod-
povédnych za regulaci procesi jako je bunécné déleni, moti-
lita, bunécnd adheze, angiogeneze a bunécné prezivani. Jeh-
o zvySené hladiny jsou Casté ve vétSin€ epitelidlnich nadora
(vCetné kolorektalniho) a jsou spojeny s vySS§i nddorovou
invazivitou a metastatickym potencidlem [16, 23, 24]. PTEN
je negativni regulator Akt-kindzové signélni drahy, kterd ma
zasadni ulohou v prezivani bunék, a je proto povazovén za
nadorovy supresor. Mutace PTENu byly pozorovany v pfi-
blizn€ 19% sporadickych kolorektdlnich karcinomii [25], nic-
méné jeho sniZené hladiny na urovni RNA a proteinu nebyly
pozorovany a pfesny mechanizmus jeho zapojeni do kolorek-
talni kancerogeneze neni zndm [26]. Hepatalni rustovy faktor
HGF je znimym pro-angiogennim faktorem zvySujicim expre-
si receptoru pro urokinazovy aktivator plazminogenu (uPAR)
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pres Erk signilni drdhu. Jeho zvySené hladiny jsou spojeny se
zvySenou mirou angiogeneze a tedy i nidorovou invazivitou
[24]. Jeho up- regulace byla pozorovéana u kolorektdlnich kar-
cinomu nevykazujicich mikrosatelitni nestabilitu [27]. ETV4
(E1AF) je ¢lenem rodiny transkrip¢nich faktort ets a vyznam-
nym induktorem matrix metaloproteindz (pfedev$im matrily-
zinu MMP7) a podili se tak na nddorové invazivité a disemi-
naci [28]. Jeho zvySend exprese byla identifikovdna v ¢asnych
stadiich KRK rovnéZ ve studii zaloZené na nizkohustotnich
DNA makrocipech [6]. Enzym heparandza (HPSE) naruSuje
ochrannou vrstvu proteoglykani (zejména heparan sulfitu) n-
a cévnim povrchu a pfimo se tak miZe podilet na hematogen-
nim metastazovani. U kolorektalnich karcinom byla jeji up-
regulace asociovéna se signifikantn€ niZ§im pétiletym pieZitim
[29]. Inhibitor metaloproteinazy 2 (gelatindzy) TIMP2 je anti-
angiogennim faktorem a ztrita jeho exprese je spojena se zvy-
Senou aktivitou galatinaz a tedy i zvySenou nddorovou invazi-
vitou. Nami pozorovana sniZen4 exprese TIMP2 byla jiz dfive
pozitivné korelovédna s niz§im celkovym pieZitim u pacientl
s kolorektalnimi karcinomy [30].

Zadny z genti nalezenych v souvislosti s rozdilnou prognézou
neni rozdiln€ exprimovéin mezi skupinami nddort riizné ana-
tomické lokalizace. Malé rozdily v expresnich profilech levo-
strannych a pravostrannych KRK (4 geny) pozorované v nasi
studii jsou pravdépodobné zplisobeny vylouc¢enim nddori
s mikrosatelitni nestabilitou (MSI+) z analyz. Dfive identifi-

kované rozdily mezi riizné lokalizovanymi KRK byly zptiso-
beny pfedevs$im vyznamnym zastoupenim MSI+ nédora v pro-
ximalni oblasti tlustého stieva [14].

Zavérem lze fici, Ze pomoci analyzy profili genové exprese se
ndm podafilo identifikovat 10 gend, jejichZ rozdilnd exprese
umoznila rozdélit sledované pacienty do dvou skupin z hlediska
progndzy. Vétsina z téchto genti byla jiz dfive v souvislosti s pro-
gndzou kolorektdlniho karcinomu studovana. Nase vysledky
potvrzuji pfedchozi pozorovéni a jsou v souladu biologickou pod-
statou nadorové invazivity a metastdzovéani. Alterace v expresi
gent pro hepatélni ristovy faktor HGF a transkripcni faktor ETV4
byly u kolorektdlniho karcinomu s nepfiznivou prognézou
identifikovany poprvé. Po rozsifeni zkoumaného souboru paci-
entl a ovéfeni vysledkti metodou qRT-PCR nebo imunohisto-
chemicky na proteinové Grovni by nalezend sada gendt mohla byt
jednim z kroki vedoucich smérem k individualizaci terapie paci-
entl s lokoregiondlné pokrocilym kolorektdlnim karcinomem.
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