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Souhrn

Vychodiska: Kolorektalni karcinom (colorectal cancer - CRC) je nadorové onemocnéni tlustého
stfeva s kazdoro¢né diagnostikovanymi témér 1,3 miliony novych pacientl celosvétové. Mor-
talita na toto zavazné nadorové onemocnéni dosahuje jiz 8,5 %. Jedna se o 2. necastéjsi naddo-
rové onemocnéni u Zen (1. nador prsu) a 3. u muzd (1. nador plic, 2. nador prostaty). Timto CRC
patii vedle nadorl prsu, prostaty a plic k nej¢astéjsim nddorovym onemocnéni u muzli a zen
na svété. V Ceské republice je stale vice nez 50 % pacientd s CRC diagnostikovano v pokro¢i-
lém stadiu (stadium Il a IV). Z molekuldrné genetického pohledu je CRC velice heterogenni
onemocnéni, na kterém se podili mnoho faktord. CRC ma formu jak hereditérni, kde dominuji
mutace v genech APC (FAP, aFAP), MMR (HNPCC) atd., jejiz vyskyt se pohybuje okolo 5-10 %,
tak formu sporadickou s vyskytem 90-95 %, kde dochézi k postupné akumulaci mutaci v Siroké
Skéle genl. Znalost genetické podstaty (APC, KRAS, MMR, mikroRNA, CIMP atd.) jak hereditarni,
tak sporadické formy CRC je nezbytna nejen pro zahdjeni 1é¢by, ale také pro odhadnuti celko-
vého rizika, progndzy a nasledného follow-up pacienta. Zdvér: Tento ¢lanek shrnuje dosavadni
molekuldrné genetické aspekty patogeneze CRC.
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Summary

Background: Colorectal cancer (CRC) remains a major health burden with an incidence of
1.3 million new cases worldwide and a mortality of almost 8.5%. It is the 2"¢ most common can-
cer in women (1t breast carcinoma) and 3 most common in men (1% lung carcinoma, 2" pros-
tate carcinoma). CRC alongside breast, lung, prostate and stomach cancer is in the top five most
common cancers in men and women worldwide. There are still more than 50% of CRC patients
diagnosed with advanced disease (stage Il and IV) in the Czech Republic. Genetically, CRC is
a very heterogeneous disease with many factors playing key roles in pathogenesis. There are
two types of CRC, hereditary with an incidence of between 5% and 10% with APC (FAP, aFAP)
or MMR (HNPCC) genes affected, and sporadic colorectal cancer with an incidence of 90-95%
with a lot of mutations in variable genes that accumulate during pathogenesis (APC, KRAS,
MMR, microRNA, CIMP etc.). Knowledge of the molecular pathogenesis of CRC (hereditary, spo-
radic) is crucial for treatment, assessment of risk, prognosis, and patient follow-up. Conclusion:
This article summarizes the molecular pathogenesis of sporadic and hereditary CRC.
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MOLEKULARNI GENETIKA KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Epidemiologie kolorektalniho
karcinomu

KolorektaIni karcinom (colorectal can-
cer - CRC) je mimoradné zavazné nado-
rové onemocnéni. V roce 2012 bylo celo-
svétové diagnostikovano pres 1,2 miliona
pacientll s nadorem tlustého streva, coz
¢ini 8 % ze vsech nadorovych onemoc-
néni [11.V ramci Evropy zaujimé CR ve vy-
skytu CRC 5. misto (1. Slovensko, 2. Ma-
darsko, 3. Dansko, 4. Holandsko) a stejnou
pricku drZi i ve svété. Kazdoro¢né je v CR
diagnostikovdno pfes 8 000 novych
pacientl a okolo 4 000 pacientl v jeho
dasledku umird. Jednad se o 2. nejcastéjsi
nadorové onemocnéni u zen a 3. u muzd.
Ro¢ni nérlst pacientd s danym one-
mocnénim ¢inil v minulych dekadach
2-3 %. Vice nez 50 % pacientd je dia-
gnostikovano v pokrocilém stadiu (sta-
dium Ill a IV), které ma horsi prognézu
neZli stadia ¢asna. V poslednich letech Ize
pozorovat trend snizené incidence, mor-
tality a castéjsi detekce ¢asnéjsich stadii,
pficemz jednou z moznych ptic¢in maze
byt i screening. Veskeré klinické aspekty
tohoto onemocnéni se odvijeji od mole-
kuldrni genetiky a pfehled této proble-
matiky je cilem nasledujicich Fadka.

Formy CRC
CRC Ize rozdélit na sporadicky (90-95 %
CRCQ) a hereditarni (5-10 % CRC).
Sporadicky CRC vznikd v dUsledku
postupné akumulace mutaci. Tento pro-
ces trvajici 10-15 let je znam jako tzv.
adenom-karcinom sekvence a byl prvné
popsdn Fearonem a Volgelsteinem
v roce 1990 [2,3]. Jednd se o nejcastéjsi
cestu vzniku CRC. Dalsi sekvence, které
mohou vést ke vzniku sporadického na-
doru, jsou tzv. de novo, kde dochazi ke
vzniku nadoru na podkladé noveé vzniklé
mutace zpravidla genu TP53 bez pred-
chozi mutace v APC genu. Kromé této
cesty vznikd také CRC v zanétlivém te-
rénu, napf. u pacientl s idiopatickym
stfevnim zanétem (inflammatory bowel
disease - IBD), kde se zvy3uje riziko
vzniku mutace vedouci ke CRC nebo se-
ratnimu adenomu (serrated adenoma).
CRC u seratnich adenoml (pilovité ade-
nomy) vznika nejcastéji casnou mutaci
v KRAS a BRAF genech [4,5].
Hereditarni formy vznikaji na pod-
kladé zdédéné mutace [6]. Zahrnuiji fa-

milidrni adenomatézni polypdzu (FAP),
atenuovanou formu FAP (aFAP), here-
ditdrni nepolypézni formu CRC (here-
ditary nonpolyposis colorectal cancer -
HNPCC), MYH asociovanou polypézu
a polypdzni syndromy [7].

FAP je autozomdlné dominantni one-
mocnéni, které je charakteristické vroze-
nou mutaci v APC genu, coz vede k na-
rudeni Wnt/B-kateninové signalni drahy
(viz dale). Nicméné u 5-30 % pacientl
s FAP neni mutace v APC genu identifi-
kovéna, ale byla u nich zjiténa mutace
v MYH genu (vizdale) [8-10]. FAP zaujima
celkem 1 % ze v3ech CRC a je charakteri-
stickd vyskytem velkého poctu polypt
(stovky az tisice) v druhé dekadé zivota
s prakticky 100% rizikem malignizace.
Z tohoto dlvodu se u téchto pacientt
doporucuje ¢asna kolektomie. Soucasti
syndromu jsou rovnéz extraintestinalni
projevy jako kozni léze, osteomy a ex-
traintestinadlni nddorovd onemocnéni.
Atenuovana forma FAP je typickd men-
$im poctem polypl, pozdéjsim zacat-
kem onemocnéni a také mensi frekvenci
extraintestinalnich priznaka.

U hereditarni nepolypd6zni formy CRC
(HNPCC, Lynchav syndrom) nachazime
vrozenou mutaci v tzv. genech opravy
chybné spérovanych bazi (DNA mis-
match repair genes - MMR) [11]. Mutaci
v MMR dochazi k hromadéni replika¢-
nich chyb, které nejsou opraveny, a tim
dochézik vétsi pravdépodobnosti vzniku
CRC. HNPCC je nejcastéjsi formu vroze-
ného CRC (2-3 %). Pacienti s HNPCC jsou
zpravidla nizsiho véku s vyssim rizikem
vzniku synchronnich a extraintestinal-
nich nédor{ (ovaria, endometrium, Zalu-
dek, pankreas, atd.) [12].

MYH-asociovana polypéza je autozo-
mutaci v MYH genech vzniklé poskozenim
bazové excizni reparace (BER). Tato forma
je charakteristicka vysokym poctem mu-
taci v APC genu, vysokou frekvenci tzv.
mikrosatelitd (sekvence opakujicich se
nukleotid(l) vznikajici poruchou systému
opravy chybného péarovani bazi (DNA mis-
match repair systém) a nizkou frekvenci
ztraty jedné alely genu - tzv. ztrata hete-
rozygozity (loss of heterozygosity — LOH).
U pacientd nachazime zpravidla desitky
polypl se zhruba 65% pravdépodobnosti
vzniku karcinomu [13].

Hamartogenni polypézni syndromy
zahrnuji Peutz-Jaeghersiv syndrom
(PJS), juvenilni polypdzni syndrom (JPS)
a Cowdenuv syndrom. PJS je syndrom
autozomalné dominantni s vyskytem
polyp v gastrointestinalnim traktu (GIT)
a mukokutdnni pigmentaci. JPS je rov-
néz autozomalné dominantni syndrom
s vyskytem cetnych juvenilnich polypd,
které jsou spojené s vy3sim rizikem na-
dor0 pankreatu. Hlavnim znakem Cow-
denova syndromu, ktery s sebou nese
i vy$3i riziko vzniku nadoru prsu, stitné
Zlazy a endometria, je vyskyt hamarto-
gennich polypt v GIT.

Patogeneze CRC

CRC vznika postupnou akumulaci gene-
tickych mutaci a epigenetickych zmén,
které vedou k preméné normalni sliznice
tlustého stfeva v nddorovou tkan. Nejcas-
t&jsi molekuldrni a genetické zmény ve-
douci ke vzniku nadoru jsou strukturalni
a numerické zmény chromozomu ozna-
¢ované jako chromozomalni instabilita
(CIN), dale pak zvysovani poctu kopii opa-
kujicich se sekvenci DNA (tzv. mikrosate-
lity) zplsobené defektni opravou $patné
parovanych bazi, ozna¢ované jako mik-
rosatelitni instabilita (MSI), a nakonec
aberantni hypermetylace promotoro-
vych oblasti genti, CpG island methy-
lator phenotype (CIMP) [13-15]. Pfitom-
nost CIN vylucuje pfitomnost MSI a vice
versa, nicméné nékteré studie poukazuji,
Ze oba fenomény se mohou prolinat [16].

Chromozomalni instabilita (CIN)

CIN se spojuje se vznikem CRC v cca
65-70 % pfipadl. Charakterizuje ji nad-
bytek kopii ¢i ztrata celych chromozomdi
¢i jejich oblasti, které se podileji na pa-
togenezi CRC. Dlsledkem CIN je aneu-
ploidie (chybny pocet chromozomu),
chromozomalni amplifikace (zmnozeni
DNA) ¢i LOH (ztrata jedné alely daného
lokusu). Pfiznacné jsou takto postizeny
oblasti onkogenl a tumor supresoro-
vych genl APC, KRAS ¢&i TP53[13,17].

Mikrosatelitni instabilita (MSI)

Mikrosatelity jsou kratké sekvence opa-
kujicich se nukleotidl, které se nacha-
zeji v celém genomu a jsou nachylné
k chybam, ke kterym dochazi béhem re-
plikace. Chyby, které vzniknou v mikro-
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satelitech, jsou rozpoznany systémem
DNA mismatch repair (MMR, viz vys3e),
ktery opravuje chyby v parovani bazi.
MSI je odrazem poskozeni MMR systému.
Na funkci MMR systému se podileji geny
MSH2, MLH1, MSH6, PMS2, MLH3, MSH3,
PMS1 a Exol. MSI jako disledek poruchy
MMR systému je spojena jak s hereditarni
formou (HNPCC), tak i se sporadickou for-
mou CRC (15 % nador(). V patogenezi
rozliSujeme CRC s MSI-high a MSI-low, viz
nize [13,17].

Metylace CpG ostriivkt - CIMP

CpG metylace je kromé modifikace his-
tonl dalsi epigenetickd zména, kterd
nevede ke zméné DNA sekvence, ale
ovliviiuje promotorovou oblast daného
genu, a tim ovlivni jeho expresi zpravi-
dla snizenim. Nejcastéji k metylaci DNA
dochazi v oblasti 5’-CG-3’ dinukleotidu,
resp. vznikd pevna kovalentni vazba
-CH, skupiny na pozici 5’ cytozinu v opa-

WNT

kujicim se CG dinukleotidu. Geny, které
jsou ovlivnény hypermetylaci promoto-
rové oblasti, jsou predevsim APC, MCC,
MLH1, MGMT a dal3i [18]. Tumory s CIMP
byvaji spojeny s pfitomnosti BRAF mu-
tace a MSI. CIMP je pfi¢inou cca 15-20 %
sporadického CRC. Vyskytuje se Castéji
u Zen, stardich pacientd, kufakd. Spatné
diferencované a mucinézni tumory vy-
chazeji nejcastéji ze seratnich adenom
pravého tracniku [19,20].

Jednim z dalSich dullezitych reparac-
nich gen(, ktery je v patogenezi CRC me-
tylovan, je MGMT (O®-metylguanin DNA
metyltransferdza). Ztrdta funkce MGMT
je téméf vyhradné spojena s CpG me-
tylaci. Funkci tohoto DNA reparac¢niho
enzymu je ochranovat bunky pfed pQ-
sobenim exogennich karcinogeni me-
chanizmem odstranovani alkyl skupiny
z pozice O° guaninu. Metylaci promoto-
rové oblasti MGMT mUizeme nalézt az ve
40 % CRC, nejcastéji v seratnich adeno-

D
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mech. Pfedpoklada se, Ze metylace MGMT
je v onkogenezi jednou z prvnich uda-
losti. Pacienti s defektnim MGMT maji vétsi
procento mutaci v KRAS genu a lépe rea-
guji na chemoterapii. Pacienti bez MGMT
metylace prezivaji déle nezli pacienti
s metylaci [21,22].

Genetické zmény vedouci ke CRC
Mutace v tumor supresorovych genech
APCgen
APC gen je tumor supresorovy gen lokali-
zovany na dlouhém raménku 5. chromo-
zomu (5g21). Byl objeven vroce 1987 a po-
prvé naklonovan v roce 1991 [23]. Podili
se nejenom na vzniku sporadického CRC,
ale rovnéz hraje vyznamnou roli v patoge-
nezi hereditérnich forem CRC, konkrétné
pfi vzniku FAP a také aFAP [24].

APC gen s 15 exony hraje dllezitou roli
v proliferaci, diferenciaci, migraci, apo-
ptéze a také v fizeni bunécného cyklu vc.
stabilizace mikrotubull béhem mitézy.

o
D o
D

EXPRESE
GENU
<D °®
MYC o ® GENU
CYCLIN D1 @ e
TCF-1
N2 B-CATENIN
DEGRADACE
Obr. 1. APC signalni draha.
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Mutace v APC genu se vyskytuje u cas-
nych stadii nddoru a zpravidla se jedna
o bodové mutace ¢i LOH. K manifestaci
mutace APC je dulezité, aby dle Knudso-
novy hypotézy dvou nezavislych ,hitd”
byly mutovany obé dvé alely tohoto
genu, coz vede ke ztraté tumor supre-
sivniho ucinku genu [25]. Vysledkem je
poté zkraceny APC protein, ktery &as-
tecné ztraci svou funkci.

APC gen Fidi Wnt/B-kateninovou
signalni drahu (obr. 1). Za fyziologic-
kych podminek APC gen tvofi protein,
ktery spole¢né s Axin/Axin2 a GSK-3f3
vytvaii tzv. destruktivni komplex, ktery
iniciuje ubikvitaci (oznaceni) B-kate-
ninu s jeho naslednou degradaci v pro-
teazomu (proteinovy komplex degradu-
jici nepotrebné ¢i poskozené proteiny).
Mutace v APC genu vede ke snizeni de-
gradace B-kateninu (protein koordinu-
jici buné¢nou adhezi a genovou tran-
skripci) a nasledné k jeho hromadéni.
Nahromadény (3-katenin vstupuje do
jadra, vaZe se na jaderné receptory a in-
dukuje transkripci mnoha gen0 v¢. cyk-
linu D1, c-myc a CRD-BP. DGsledkem je
nejenom nekontrolovatelna proliferace
a rast buniky, ale rovnéz i indukce apo-
ptdzy. Posledni studie dokazuji, Ze ztrata
genu vedouci k proliferaci a vyssimu pre-
Zivani buriky je zavisla na jejich pavodni
diferenciaci [24,26-29].

TP53

TP53 zvany taktéz,strazny andél” je tumor
supresivni gen, lokalizovany na kratkém
raménku 17. chromozomu (17p13.1).
Zakladni funkci TP53 je regulace bunéc-
ného cyklu (zastaveni cyklu a moznost
zahajeni opravy DNA), apoptézy a bu-
nécného metabolizmu [14,30,31]. V pfi-
padé poskozeni DNA TP53 koordinuje
opravu DNA, a pokud ji nelze opravit,
tak navodi apoptézu buriky. TP53 je nej-
Castéji postizenym genem v mutage-
nezi mnoha nadorovych onemocnéni.
Mutace byva nalézéna az u 50 % vsech
nadora [32]. Je zndmo celkem 2 314 mu-
taci TP53, které jsou bud aktiva¢ni (cca
71 %, protein se vaze na Mdm2 a dojde
k jeho degradaci), nebo inaktiva¢ni
(29 %, nemoznost regulace genové ex-
prese) [33]. Stejné jako u APC genu, tak
i uTP53 je k funkénimu projevu nutna
mutace obou alel.

|u

Zpravidla dochazi ke ztraté alely
na 17. chromozomu a zéaroven k mu-
taci druhé alely na 2. chromozomu. Az
80 % mutaci predstavuje missense (za-
fazeni odlisné aminokyseliny vedouci
ke zméné az nefunkénosti vysledného
proteinu) vedouci k expresi stabilniho,
stejné dlouhého proteinu, ktery ale ztraci
moznost vazby na DNA a jeji nasled-
nou regulaci [34]. Mutace genu byva pfi-
tomna v pozdé;si fazi vyvoje CRC a zpra-
vidla vede k prechodu adenomu do
adenokarcinomu. Pokrocilé formy CRC
(T1-4 N1-2 MO0-1) maji ve srovnani se
stadii T1-4 NO MO vyssi frekvenci mutaci.
Mutace v TP53 byva pfitomna az v 60 %
tumorl a pro vyznamnou heterogenitu
mutantl TP53 Ize jen téZzko odhadnout
jejich prediktivni a prognosticky vyznam.
Pacienti s mutaci TP53 (aktiva¢ni i inakti-
vacni) vice profituji z chemoterapie.

Mutace v onkogenech

KRAS

KRAS gen patfi do rodiny proto-onko-
genl (HRAS, NRAS) a je mutovan (nejcas-
téji exon 2 a exon 3) u 30-60 % pacientl
se sporadickym CRC [13]. S mutaci KRAS
u familidrni formy se setkdvame jen
zfidka. Z hlediska posloupnosti jeho mu-
taci pfedchazi mutace APC genu. Rizné
mutace KRAS genu (exon 2, exon 3)
mohou mit odlisné dasledky, napf. od-
lisny Ucinek biologické terapie.

KRAS protein je 21KDa velky membra-
novy protein, ktery hraje roli v buné¢né
signalizaci ovliviujici buné¢ny rlst, pre-
Ziti, diferenciaci, proliferaci a fadu dalsich
bunécnych déjd. Konkrétné KRAS a BRAF
(viz niZe) jsou soucasti RAS/RAF/MAPK
signélni drahy (obr. 2) [35]. Mutovany
protein si zachovava aktivni formu z di-
vodu nefunkéni GTPazové aktivity, ktera
méni GTP na GDP, a tim ma stimula¢ni
efekt na proliferaci a rst buriky. KRAS
je aktivovan pres EGFR receptor, ktery je
béhem mutageneze CRC &astokrat vice
exprimovan a po jeho stimulaci dochazi
k aktivaci KRAS navazdnim TGF. Pfi akti-
vaci receptoru EGFR dochazi také ke sti-
mulaci intracelularni kindzové domény.
Ta poté aktivuje SOS, dale GRB a ten na-
sledné KRAS, ktery poté stimuluje BRAF.
Dale signalni kaskdda pokracuje pres
MEK, ERK, az dojde k ovlivnéni genové
exprese a proliferace bunky [14]. Béhem

aktivace EGFR receptoru dochazi ke sti-
mulaci PI3K (fostatidil inositol 4-5 bis-
fofat), ktery inhibuje apoptézu bunky.
Tato draha je poté regulovana pomoci
PTEN proteinu, ktery blokuje funkci
PI3K [36,37].

Informace, zda pacient m4, ¢i nema
mutaci v KRAS, je velice dllezita z da-
vodu nasledné [é¢by monoklondlnimi
protilatkami proti EGFR. | pfes inhibici
EGFR receptoru monoklonalnimi proti-
ldtkami mutuji KRAS nebo BRAF. Geny
maiji aktivacni konformaci a stale mohou
stimulovat bunécnou proliferaci. DUsled-
kem je snizena odpovéd na biologickou
[écbu [15,38].

BRAF gen, stejné jako KRAS, je proto-
-onkogen, ktery je soucasti RAF rodiny
serin/treonin kinaz a reguluje rist buriky
skrze RAF-MAP signalni drahu. V této sig-
nalni draze zajistuje tzv. down-regulaci
KRAS a up-regulaci MEK. U sporadické
formy nador( se tato mutace vyskytuje
cca v 10 %. Jednd se prevazné o hot-
spot mutaci ve V600E. BRAF mutace byly
identifikovany u 4 % pacientl s MSI-low
a u 40 % s MSI-high. Stejné jako u KRAS
pacienti s BRAF mutaci maji horsi odpo-
véd na |écbu monoklonalnimi protilat-
kami proti EGFR. BRAF zpusobuje sni-
Zenou expresi KRAS genu. Tento fakt je
klinicky vyznamny pouze tehdy, pokud
KRAS mutace neni pfitomna [14,39,40].

| pfes nepritomnost mutace v KRAS ¢i
BRAF neni |é¢ba monoklonalnimi pro-
tildtkami 100% Uspésna. Byla identifi-
kovana dalsi signdini dréha, kterd hraje
roli v patogenezi CRC, a to PI3K draha.
PIK3CA gen je mutovan u vice nez 25 %
pacient s CRC. Pri této mutaci dochazi
k aktivaci signalni drahy, kterd v konec¢-
ném dusledku vede k inhibici apoptdzy.
Na druhou stranu protein PTEN ma
downregulujici funkci na PI3K, a tudiz
vede ke snizeni aktivity signdlni drahy.
Nicméné setkdvame se i s mutaci v PTEN
genu, kterd ma za nasledek neschopnost
regulace PI3K signalni drahy vedouci
k horsi odpovédi na biologickou lé¢bu
a horsimu celkovému preziti (overall sur-
vival - OS) pacienta [15,41,42].

Mutaci mGzeme nalézt rovnéz v recep-
toru pro rlstovy faktor (TGFR). Znamy
jsou celkem tfi formy tohoto receptoru,
ale nejcastéji se setkdvame s mutaci
u TGF-BRII. Tato mutace je pfitomna az
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u 90 % pacientd s MSI. Mutace TGF-3RIl
vede k aktivaci PI3K, ktera vyusti v inhi-
bici apoptdzy, a rovnéz povede k epite-
lidIni/mezenchymalni transformaci (pro-
ces, pfi kterém epitelové bunky ztraceji
bunéc¢nou adhezi, a tim ziskavaji moz-
nost migrovat a stavaji se z nich me-
zenchymalni zarode¢né bunky s moz-
nosti diferenciace u mnoha bunécnych
typU; proces Ize identifikovat pfi hojeni
ran, fibréze a v procesu metastazovani).
Transformace ma za nésledek progresi,
invazi a metastazovani CRC.

Ztrata heterozygozity (LOH)

LOH byla popsana Knudsonem [43] a je
dalsim mechanizmem, ktery maze vést
ke vzniku CRC. Nejcastéji dochazi k LOH
na 18q chromozomu. Dal$i chromozomy
postizeny mechanizmem LOH jsou 1p,
5q, 17p. Na 5q se jednd o ztrétu alely pro
APC gen, zatimco na 17p chromozomu
se jednd o ztratu alely pro TP53 [14].

DcC
Jeden z gend, ktery mGze byt postizen
na 18. chromozomu, je DCC gen, ktery
je zodpovédny zejména za expresi DCC
transmembranového proteinu, ale rov-
néz i za jiné produkty diky alternativ-
nimu sestfihu (splicingu) [44]. Témér
70 % CRC ma pfitomnou LOH genu DCC
(exon 7) [44]. Kromé LOH DCC se v pato-
genezi uplatriujiijiné somatické mutace,
napf. bodova mutace ¢i delece DCC [45].
DCC je tumor supresorovy gen, ackoliv
0 jeho jasném zafazeni se vedou stéle
velké diskuze. Nékdy je oznacovén jako
posledni obrance (Late Gatekeeper),
ktery limituje progresi tumoru navoze-
nim apoptdzy [46]. Jeho funkci je bloko-
vat rlst buriky v ptipadé absence svého
ligandu (netrin-1). Netrin patfi do rodiny
difuzibilnich proteini podobnych lami-
ninu, ktery hraje dilezZitou roli v urco-
vani sméru rlistu a migrace axon0. Net-
rin-1 byl popsan jako faktor buné¢ného
preziti [47]. Vaze se na transmembra-
nové receptory DCC a UNC5H (UNC5A,
UNC5B, UNC5C) [47]. Oba receptory
jsou schopné indukovat bunécnou
smrt v nepfitomnosti svého ligandu,
a proto receptory hraji roli v patogenezi
CRC.

Koncentrace netrinu-1 je nejvyssiv ob-
lasti baze krypt tlustého stieva a klesa

LIGAND (TGF)

EXPRESE

Obr. 2. KRAS signalni draha.

apikalnim smérem. V pfipadé mutace
DCC nebude ptitomen transmembra-
novy receptor pro netrin-1, a tudiz ne-
bude navozena apoptdza a burka bude
nadale proliferovat. V nepfitomnosti ne-
trinu-1 ¢i pfi jeho nizsi koncentraci (fy-
ziologicky déj) dochdazi k odstépeni
intracelularni domény DCC proteinu ne-
zndmou kaspazou za vzniku ADD do-
mény (addiction/dependent domain),
kterd je schopnd vazby na kaspédzu 9,
a tim aktivaci buné¢né smrti [44,48].
Mutace v tomto genu nalézéme zpravi-
dla az v pokrocilych formach CRC, niko-
liv v ivodni fazi patogeneze. Otazkou je,

JADRO

jak je tomu u mutace transmembrano-
vého proteinu UNC5H. LOH na 18. chro-
mozomu muiZeme najit v patogenezi i ji-
nych naddorovych onemocnéni, jako jsou
tumory zZaludku, prostaty, endometria,
ovarii atd. Ze studii vyplyva, Ze nemocni
s LOH DCC maji horsi prognézu nezli
pacienti bez ni, a to z dlivodu vy33i agre-
sivity tumorézniho procesu.

Jak jiz bylo feceno vyse, netrin-1 se
vaze kromé DCC i na UNC5H receptory
(A, B, Q), které pfi nepfitomnosti net-
rinu-1 indukuji apoptézu. Mechanizmus
indukce apoptdzy je odlisny od DCC re-
ceptoru. Pfi absenci netrinu-1 dochazi
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ke stépeni intracelularni ¢asti UNC5H re-
ceptoru pomoci nezndmé proteazy di
kaspazy 3, kterd odhali doménu, ktera
nasledné zahdji apoptdzu. Mutace této
intracelularni ¢asti UNC5H receptoru
povede k inhibici apoptézy. Exprese
UNC5H receptoru je fyziologicky fizena
pomoci genu TP53.V pfipadé poskozeni
DNA dochazi ke zvy3ené expresi UNC5H
receptoru a naslednému odstépeni in-
tracelularni domény a navozeni apo-
ptézy. TP53 gen fidi expresi netrinu-1,
ktery spole¢né s UNC5H zpétné downre-
guluje expresi TP53 genu, a diky vazbé
netrin-1 a UNC5H inhibuje TP53 induko-
vanou apoptézu bunky [45].

SMAD
Dalsimi geny, které jsou lokalizovany na
18. chromozomu a mohou se podilet na
patogenezi CRC, jsou SMAD2 a SMADA4.
Hraji zasadni roli v TGF-{3 signalni draze.
TGF-B rodina zahrnuje TGF-(, akti-
viny a kostni morfogeneticky protein.
Tyto proteiny se vazou na TGF-p recep-
tory (TBRI, TBRII) majici Siroké spektrum
ucinku, jako je fizeni bunéc¢né proliferace,
diferenciace, apoptdzy, migrace a tvorby
extraceluldrni mezibunécné hmoty [49].
Po vazbé TGF- na receptor dochazi k ak-
tivaci SMAD proteinu (Smad anchor for
receptor activation), ktery zaktivuje in-
tracelularni proteiny SMAD2 a SMAD3.
Komplex SMAD2 a SMAD3 se navaZze na
SMAD4 a tento komplex SMAD2-4 pu-
tuje do jadra, kde se vaze pfimo na DNA
sekvenci ¢i na DNA transkrip¢ni faktory.
Vysledkem vazby je inhibice rlistu buriky
¢i navozeni apoptdzy. Bunécny cyklus se
po aktivaci TGF- zastavi v G1 fazi. SMAD
gen je tudizgenem tumor supresorovym.
Vysledkem exprese SMAD jsou SMAD
proteiny rdznych funkci. R-SMAD (re-
ceptorové SMAD proteiny: 1, 2, 3, 5, 8),
Co-SMAD (mediatorové SMAD proteiny:
4q, 4f), I-SMAD (inhibitorové SMAD pro-
teiny: 6, 7) reguluji genovou expresi.
TGF-B/SMAD signalni draha musi byt
peclivé regulovdna, coz maji za ukol
SMADG6 a 7. SMAD7 protein se vaze na
SMURF1,2 (E3 ubikvitin protein ligaza)
a aktivuje degradaci SMAD4, ¢imz re-
guluje TGF-B/SMAD signalni drahu. Rls-
tové faktory jako EGF a HGF dokazou
inhibovat TGF-B/SMAD signalni drdhu
skrze aktivaci Ras, ktera bude indukovat

degradaci SMAD4 v proteazomu. TGF-3
v pozdéjsi fazi nadorového procesu ne-
musi hrat pouze roli tumorsupresivni
dréhy, ale mize byt promotorem nado-
rového bujeni, a to skrze aktivaci RhoA
kindzy. Kindza nasledné zplsobi uvol-
néni bunéénych spojl, snizeni exprese
E-cadherinu a zvy$eni motility buriky.
Nasledkem je epitelidlni/mezenchymalni
transformace (EMT) a moznost Sifeni na-
dorovych bunék a zakladani metastaz.
Tento fakt dokldadd mozZnost tvorby
metastdz nezavisle na funkci TGF-/
/SMAD signalni drahy.

TGF-f signdlni draha dokaze aktivo-
vat i jiné signalni drdhy mimo RhoA ¢i
Ras. Prikladem mohou byt ERK, PI3K,
JNK. Tyto drahy na rozdil od SMAD sig-
nalni drahy maji proto-onkogenni ucinek.
U CRC je frekvence mutace v SMAD2 vy-
razné mensi nezli mutace v SMAD4 [45].
Ta v SMAD4 byva pfitomna u jedné tre-
tiny CRC pacientl s LOH [44]. Dusledkem
této mutace je nefunkénost TGF-3/SMAD
signalni drahy, ktera povede k proliferaci
bunék a rlstu tumoru. Nemocni s CRC
a vysokou expresi SMAD4 maji signifi-
kantné delsi OS nez pacienti s nizkou ex-
presi. Tento fakt viak nemusi platit u jinych
malignit, jako je nddorové onemocnéni
prsu, kde vysoka exprese SMAD naopak
vede k tvorbé kostnich metastaz [50].

MikroRNA a CRC

MikroRNA (miRNA) mlze v patogenezi
CRC hrét roli jak tumor supresivni, tak
i proto-onkogenni. Role miRNA je déna
typem tkané a charakterem genu, ktery
reguluje. MiRNA je kratkd nekédujici RNA
o délce 22-23 nukleotidd, ktera je kédo-
vana v DNA [51,52]. MiRNA je kdédovéna
strukturalnimi geny (70 %), ale také in-
tergenovou nekédujici DNA (30 %), ktera
neni vdzédna na expresi genu jako tako-
vych. Pfredpoklada se, ze miRNA je zod-
povédna za regulaci cca 30 % gen (né-
které zdroje uvadéji 30-60 %). Je znamo,
Ze polovina genud kddujicich miRNA je
v oblasti genetické informace, kterd je
lokalizovana v mistech ¢astych amplifi-
kaci, LOH nebo mutaci. Po prepisu DNA
koédujici miRNA vznikne pri-miRNA, ktera
je v jaddfe upravena na pre-miRNA, kterd
je déle exportovéana z jadra do cytozolu.
V cytozolu podléhd dalsi upraveé za vzniku
jednovldknové miRNA, ktera plni svou

funkci [53,54]. Funkci miRNA je regulace
genové exprese, kterd probihd nékolika
moznymi zpUsoby. Jednim ze zpUsobU je
interakce s MRNA, kde dojde k navozeni
degradace mRNA nebo inhibice translace
(Castéjsi u Zivocisnych bunék).

Daldimi diskutovanymi mechanizmy,
kterymi by miRNA mohla regulovat ge-
novou expresi, je metylace promotorové
oblasti genu ¢i ovlivnéni konformace
histond (metylace), a tim kondenzaci he-
terochromatinu [55,56]. Ke ztraté funkce
miRNA dochazi nékolika zpisoby - mu-
tace genu pro miRNA, miRNA posttran-
skrip¢ni Uprava a epigenetické zmény.
Vzhledem k tomu, Ze miRNA se podili
na fizeni buné¢ného cyklu, metaboli-
zmu a vyvoji buriky, tak zména exprese
(up- ¢i down-regulace exprese miRNA)
bude mit za nasledek proto-onkogenni
(progrese a rdst nadoru) ¢i tumor supre-
sivni (inhibice rlstu a proliferace) di-
sledky pro bunky [51,52,55,56], jelikoz
miRNA, kterd je nadmiru exprimovana
v nadorovych burkach, pravdépodobné
funguje jako inhibitor tumor supresiv-
nich gend. Na druhou stranu miRNA,
ktera ma snizenou expresi v nddorovych
prese onkogent v normalni tkani. V pa-
togenezi CRC byla zjisténa zména ex-
prese miRNA, napf. miR-145, miR-143,
let7 ¢&i zvy$end exprese miR-21, miR-135
atd. MiR-145 a miR-143 byly jedny z prv-
nich miRNA identifikovanych u nado-
rového onemocnéni tlustého stfeva.
MiR-143 se podili na inhibici onkogenu
KRAS a pravdépodobné miR-145 fun-
guje tumor supresivné pfimou inhibici
p70S6K1 (serin/threoninkindza, kterd sni-
Zuje aktivitu PI3 signalni drahy). MiR-21
je spojena s invazi a metastazovanim
CRC diky inhibici tumor supresivniho
genu PDCD4 [57]. Vzhledem k velké
specificité exprese jednotlivych miRNA
a typu tumoru se zde skytd moznost vy-
uziti miRNA jako diagnostického ¢&i pro-
gnostického markeru [58]. Dalsi vyho-
dou miRNA je jeji stabilita v biologické
tkani, at uz se jedna o plazmu, nebo
stolici [59,60].

Geny opravy chybného

parovani (MMR)

Jak jiz bylo fe¢eno v Uvodu, CRC vznika
na podkladé CIN, CpG metylace ¢i mu-
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taci v tzv. DNA mismatch repair ge-
nech (MMR), které vedou k MSI. MMR je
systém, ktery opravuje chybné parovani
bazi pfi replikaci genetické informace,
zjednodusené opravuje chyby, které ne-
jsou rozpoznéany proof-reading aktivi-
tou DNA polymerazy béhem replikace.
Nejedna se pouze o tuto funkci, ale MMR
systém ma i dalsi funkce jako regulace
bunééného cyklu a TP53 dependentni
apoptotickou odpovéd na odlisna po-
Skozeni DNA [61].

V patogenezi CRC dochazi vlivem
mutace v MMR genech nejcastéji ke
vzniku tzv. MSI. K tomu, aby byl MMR
gen vyfazen z funkce, je zapotiebi mu-
tace v obou dvou aleldch genu. Proto se
MMR geny chovaji jako tumor supreso-
rové geny s vyjimkou EXOT, u kterého
je dostate¢nd mutace jedné alely. Mik-
rosatelity jsou kratké opakujici se nuk-
leotidové sekvence umisténé po celém
genomu. Jsou nachylné na chyby zpu-
sobené béhem replikace. V genomu se
opakuji kazdych 30-60 kilobazi [14].
Pravé MMR systém ma za ukol takové
chyby opravovat a zabranit tak vzniku
MSI [13]. Mutace v MMR systému mohou
byt jak vrozené (germindlni), tak i zis-
kané. Pravé vrozené mutace v MMR sys-
tému jsou klicem ke vzniku HNPCC,
kde nachazime mutaci v MMR genech
u 50-70 % pfipadl [14,62]. Ziskané mu-
tace (delece, inzerce atd.) ¢i epigene-
tické zmény (metylace) v MMR jsou
zodpovédné za vznik cca 15-20 % spo-
radického CRC [13,14,63]. Jedna se
o mutace ¢i metylace v téchto genech:
MSH2 (2p16), MLH1 (3p21), MSH6 (2p16),
PMS2 (7p22), MLH3 (14924.3), MSH3
(5911-q12), PMS1 (2931-33) a Exo1 (19g-
-42-43) [13,14,61,63,64].

Tumory s MSI mdzeme délit na MSI-
-high tumory a MSl-low tumory. MSI-
-high tumory jsou specifikovany insta-
bilitou ve vice nez dvou mikrosatelitech,
zatimco MSI-low tumory maji mutaci
pouze v jednom sledovaném mikro-
satelitu. Pacienti s CRC na podkladé
MSI byvaji mladsiho véku a prekvapivé
maji lepsi OS nezli ostatni formy CRC.
Pacienti s MSI-high mutacemi jsou pfe-
vazné zeny s pravostrannou lokalizaci
tumoru. Z patologického hlediska se
vétsinou jednd o Spatné diferencovany,
mucinézni karcinom se zvysenou infil-

traci lymfocyty. MSI-high tumory mi-
vaji méné KRAS a TP53 mutaci, zato BRAF
mutace jsou castéjsi. Pacienti rovnéz
s MSI-high maiji horsi terapeutickou od-
povéd na léc¢bu 5-fluorouracilem [15].
Navzdory témto faktdim pacienti s MSI-
-high maji lepsi OS neZli ostatni pacienti
s CRC [13,14,65]. U sporadické formy
CRC dochéazi nejcastéji k inaktivaci
promotorové oblasti genu MLHT me-
tylaci s nasledkem zabranéni exprese
genu [13].

Common disease - Common
variant (CD-CV)

V lidské populaci existuji varianty genf,
jez mohou souviset se vznikem zavaz-
nych onemocnéni. Tyto varianty by-
vaji v populaci ptitomny s frekvenci
mensi nez 1 %. Nicméné existuji na-
zory, ze i bézné varianty lidskych gen(
(jednonukleotidové polymorfizmy -
SNPs) se mohou vyznamné podilet na
vzniku zévaznych onemocnéni. Jedna
se o takzvanou CD-CV hypotézu (com-
mon disease - common variant hypo-
thesis). Nejinak tomu je i u CRC. V roce
2008 Albert Tenesa a dalsi uskutecnili
studii, kde se snazili identifikovat lo-
kusy spojené s rizikem vzniku CRC. Pro-
vedli genotypizaci celkem 555 510 SNPs
u vice nez 1 000 pacientd s CRC. Po po-
drobné analyze téchto SNPs identifi-
kovali tfi SNPs, které byly asociovany
s vy$8im rizikem vzniku nadoru v rlz-
nych populacich v lokusech 11923
(rs3802842), 8924 (rs7014346) a 18qg21
(rs4939827) [66]. Ze studie COGENT
zroku 2011, na které se podilelo vice nez
20 vyzkumnych skupin z celé Evropy,
Ameriky, Ciny, Australie a Japonska iden-
tifikovali celkem 14 SNPs asociovanych
s vy3sim rizikem vzniku CRC [67].

Rizikové faktory a prevence CRC
Na patogenezi CRC se vyznamnou mé-
rou podileji i vlivy Zivotniho prostredi,
mezi néz patii predevsim koufeni ciga-
ret, vysoka konzumace ¢erveného masa,
zivocisnych tukd, snizena konzumace
vlakniny, alkohol, diabetes mellitus a né-
které dalsi.

V roce 2009 byla provedena metaana-
lyza studii zabyvajici se vlivem koureni
na vznik CRC v rozmezi let 1950-2008 za-
hrnujici 28 prospektivnich kohortovych

studii s celkem 1 463 796 jedinci z Ame-
riky, Evropy a Asie, s medidnem pozo-
rovani 13 let. Kuraci vykazali vyssi ri-
ziko (relativni riziko — RR 1,20; 95% Cl
1,10-1,30) vzniku nadoru nez nekufaci.
Riziko u muzd kufakd bylo vyssi nezli
u Zen kuracek (RR 1,38 vs. 1,06). Proka-
zalo se, Ze zvysené riziko vyskytu vzniku
nadoru tlustého stfeva zavisi na mnoz-
stvi vykoufenych cigaret za den a poctu
let aktivniho koufeni [68].

Metaanalyza prospektivnich studif
z roku 2011 zkoumala riziko zvysené
konzumace ¢erveného masa a jeji vliv na
vznik karcinomu tlustého stfeva béhem
let 1966-2011. Prokazalo se, Zze konzu-
mace 140g cerveného masa denné je
spojena s vyssim rizikem vzniku CRC
(RR 1,22;95% ClI 1,11-1,34) [69].

Nizsi pfijem vldkniny v dieté je ve spo-
jeni se zvysujicim se vékem spojen s vys-
$im rizikem vzniku CRC, jak bylo proka-
zano z metaanalyzy 13 prospektivnich
kohortovych studii. Nicméné vyssi pfi-
jem vlakniny neni spojen s nizsim rizi-
kem vzniku CRC [70].

Jiz v minulosti byla pokladana otézka
vlivu aspirinu (acetylsalicylovd kyse-
lina) na riziko vzniku CRC. Z randomizo-
vanych studii vyplyva, Ze uzivani aspi-
rinu déle nez 10 let snizuje riziko vzniku
nadoru. Tento efekt byl vSak asocio-
van s uzivanim min. 300 mg aspirinu
denné. Uzivani aspirinu déle nez 20 let
nevedlo k dalsimu snizeni tohoto ri-
zika. Také nebyl pozorovan rozdil mezi
aspirinem ¢i jinymi nesteroidnimi anti-
revmatiky. Mensi davky aspirinu tento
efekt vsak jasné nepotvrdily a data jsou
inkonzistentni [71].

Chronickd konzumace alkoholu je
jeden z hlavnich rizikovych faktord
vzniku nador( travici trubice (orofarynx,
jicen) a rovnéz nadoru tlustého streva.
Jiz mirny pravidelny pfisun alkoholu
denné muze vést k vétSimu riziku vzniku
nadoru [72].V roce 2011 byla provedena
metaanalyza 34 studii, ktera predlozila
jasné dlkazy o souvislosti mezi kon-
zumaci jednoho alkoholického napoje
denné a vy3sim rizikem vzniku CRC [73].

Riziko vzniku nadoru tlustého streva
je rovnéz vyssi u pacientd s diabetem
mellitem 2. typu. Toto riziko je zvySené
jak u muzq, tak i u zen, stejné pro kolo-
nickou, tak i rektalni formu. U takovych
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pacientl by mél byt proveden screening
pred zahdjenim inzulinové terapie a in-
tervaly mezi kolonoskopickymi kontro-
lami by nemély presdhnout dobu péti
let [74,75].

Zaveér

Z genetického a molekularniho hlediska
predstavuji nddory tlustého streva a ko-
ne¢niku zna¢né heterogenni skupinu
onemocnéni. To se v praxi projevuje rliz-
nou mirou rizika, reakci na lé¢bu a vzni-
kem rezistence na jednotlivé léky, tedy
celkovou prognézou. Vyznamnou roli
v patogenezi CRC rovnéz hraji rozma-
nité epigenetické faktory a vlivy zevniho
prostiedi, jejichz vliv je opét individudlni.
Praktickym dopadem preklinického vy-
zkumu bude dokonalé poznani patoge-
neze s cilem urcit biomarkery, které pfi-
spéji k casné detekci a pomohou nastavit
individualné optimalni Iécebny rezim.
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