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1. Uvod /

1.Uvod

Kolorektalni karcinom je nejcastéjSim nadorem zazivaciho tustroji a diky neustalému
nartastu béhem poslednich desetileti je druhym nejcastéjSim nadorem viibec. Piestoze je
progndza tohoto onemocnéni pii v€asné diagnoze piizniva, a primarni i sekundarni
prevenci je vénovano velké Usili, umira ro¢né na tento novotvar v Ceské republice vice
nez 4000 lidi. Toto ukazuje na nutnost dale rozvijet studium tohoto nadoru a zvysit

znalosti jeho etipatopatogeneze a 1écby.

Podrobna znalost mechanismti kancerogenese a biologickych vlastnosti nadori by
mohly pfispét k novym trendiim v 1é€bé nadort. Kumulace mutaci vedoucich ke vzniku
nejprve adenomu, posléze az karcinomu je velmi dobie znamym genetickym modelem.
V tomto ohledu je kolorektami karcinom jednim z nejprozkoumanéjSich nadord.

Realizace genetické informace vSak na takovém stupni poznéni neni.

Zamérem této prace bylo pokusit se o hledani genti, které by pomohly v
charakteristice biologickych vlastnosti nddoru a pomohly tak i pfi uréeni progndzy a
vybéru cilené terapie. Zabyvali jsme se méfenim genové exprese piimo ve tkéani
primarniho nadoru a na zakladé téchto vysledkti se chceme pokusit o odhad chovani

nadoru s moznym vyuzitim pii 1é¢be.
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2. Prehled dosavadnich znalosti
2.1. Obecna biologie nadorového procesu

2.1.1. Studium nadorového procesu in vitro a in vivo

Rakovina predstavuje velice komplexni onemocnéni. Pii posuzovani biologické
povahy nadorového procesu je uziteCné si ¢astecné zachovat odd€leny pohled na
nadorove transformovanou buiiku v podminkéch in vitro a na rakovinu jako nemoc (in
vivo). lzolované nddorové bunky vykazuji v tkanové kultufe nékteré typické
charakteristiky, jako je imortalita, ztrata kontaktni inhibice a hustotni limitace ristu
nebo onkogenicita. Existuje zjevné pojitko mezi t€émito vlastnostmi a vyvojem rakoviny
jako onemocnéni, avSak uvedené charakteristiky nevystihuji tuto nemoc v celé jeji Sifi.
Aby mohlo vibec dojit k pomnozeni nddorovych bunék in vivo, musi tyto bunky
nejprve proklouznout systémem komplexniho imunitniho dozoru. Jen soubor této a
dal$ich vlastnosti miize definovat rakovinu jako nemoc a jen nékteré z nich jsme ptitom
schopni studovat na arovni in vitro.

Jednou z nejcharakteristictéjSich vlastnosti rakoviny je urcitd tendence k postupné

progresi od benigniho k malignimu a konecné metastatickému fenotypu. Pfi tomto
procesu hraji zasadni roli nasledujici vlastnosti nddorovych bunék [1].
Vlastnosti nddorovych bunék je jejich klondlni povaha, tzn. ze cela sekvence nadorové
progrese zacind u jediné transformované bunky. U Zenskych nadort byla tato vlastnost
potvrzena pomoci inaktivace X-chromozomu - vSechny nadorové builky maji
konstantn¢ inaktivovanou tutéz kopii [2].

Na rakovinu muzeme do ur¢it¢ miry pohliZzet jako na autoakcelerani proces.
Postupujeme-li podél drahy nadorové progrese, pak pravdépodobnost dosazeni dal§iho
stadia progresivné vzrusta.

Rakovina je heterogenni populaci nddorovych bunék. Pro vyvoj nadorového
onemocnéni je charakteristické, Zze vSechna stadia podél drahy nddorové progrese
zacinaji u bunék predchdzejiciho typu poskozeni a na pocatku jsou vzdy v mensiné. Na
genetické Urovni jsou v tomto ohledu zédsadni dva procesy - postupujici akumulace
genetickych zmén podél drahy nadorové progrese a selektivni interakce nadorovych
bunék s okolnimi stromalnimi a infiltrujicimi imunitnimi a zanétlivymi buiikami.

Drahu nadorové progrese tedy mulzeme velmi dobfe charakterizovat v obecné

genetickych terminech, jako je variabilita, mutace a selekce [1].
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2.1.1.1. Vlastnosti nddorovych bun¢k detekované in vitro
Nesmrtelnost nddorové bunky

Nédorové bunky se transformaci stavaji jako populace relativné nesmrtelnymi
a s pouzitim odpovidajicich technickych postupti a pti poskytnuti vhodného prostiedi
mohou zit bez ¢asové limitace. Doba Zivota transformované buiiky a jejiho potomstva
tak presdhne normdlné netransformovanou bunécnou populaci dozivanych piiblizné
padesati mitotickych cykli. Tato transformaci ziskand vlastnost je ddana zménami v
systému telomerdz a v telomerach autozomii. Diagnostickym pritkazem imortalizace je
schopnost populace nadorovych bunék rist v cizorodém prostiedi tkanovych kultur a
piimo zakladat neomezen¢ rostouci permanentni bunécné linie.

Proti nddorovym bunkdm se netransformované buiiky v primérni kultute ujimaji
v mensSim procentu explantaci. V malém procentu piipadii se méni na permanentni
bunécnou linii, ktera je polyklondlni, polyploidni, morfologicky polymorfni. Dochazi
tedy, ve vyjimecnych ptipadech, ke ,,spontanni" maligni transformaci a imortalizaci

in vitro [1].

Snizeni zavislosti na metabolickych podnétech okoli

Nadorova bunka ztraci potiebu pfitomnosti komplexnich bilkovinnych ristovych
faktori a trofickych hormont ve svém prostiedi a je schopna rlstu pouze se zékladnimi
jednoduchymi Zivinami. Tato vlastnost se projevi v tkanové kultute snizenym narokem
permanentnich malignich linii na pfitomnost sérovych nedefinovanych slozek
kultiva¢niho media.

Buniky mnohych nadord maji schopnost riistu v anaerobnim prostiedi. Soucasné se
snizenim zavislosti na podnétech okoli vSak dochazi u nadorové bunky ke snizeni
schopnosti pfejit pfi nedostatecném piisunu zivin do klidové rustové faze (Go). Tuto
schopnost maji takika vSechny somatické bunky. Pii snizeni hladin zakladnich
nutricnich potfeb dochazi u nadorové bunky spiSe ke smrti v apoptdze, nez k

vyjimec¢nému dlouhodobému pretrvavani v G; fazi, nebo ptechodu do Gy faze [1].

Zména zavislosti riistu na podlozce

Transformované bunky nejsou svym ristem tak vyrazné zavislé na pevném povrchu
jako netransformované somatické bunky. VéEtSinou po adaptaci nebo jednoduché
klonalni selekci metabolizuji a rostou dobie i v suspenzi. Schopnost rlistu a tvorby
kolonii v polotuhém médiu je vyuzivana jako test malignizace v experimentalnich

systémech pfi testovani onkogennich a potencionalné onkogennich virti [1].
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Ztrata kontaktni inhibice

U nadorovych bunék rostoucich in vitro dochazi k sniZzeni aZz ztraté kontaktni
inhibice a transformovand burika je schopna rlst i ve sméru dalsi bunky a pres dalsi
bunku. Predpoklada se, ze podobné mechanismy ptisobi i v pfirozenych tkanovych
podminkach in vivo. Pokud dojde pfi libovolném druhu pohybu k vzijemnému dotyku
stejnych netransformovanych somatickych bunck, je zastavena jejich aktivita ve sméru
dotyku a dal$i pohyb - tedy i d¢leni, dojde ke kontaktni inhibici a pohyb pokracuje
pouze volnym smérem. S touto skuteCnosti souvisi zvySend saturacni denzita
nadorovych bunék v tkanové kultuie, ktera je priznakem a ¢asteéné i mirou malignity
bunék in vitro. Saturacni denzita je laboratorni hodnota definovana jako maximalni
dosazitelny pocet bunék na jednotku plochy kultivacniho povrchu ve standardni

bunécné kultute [1].

2.1.1.2. Vlastnosti nadorovych bun¢k detekovatelné in vivo
Antigenni zmény nddorové bunky

VétSina nadorovych bunék je charakterizovana snizenim sumérniho mnoZstvi
pfirozenych antigenti vSech typl. SniZend denzita transplantacnich histokompatibilnich
antigent souvisi s jejich Spatnou identifikovatelnosti vlastnim imunitnim systémem a
projevuje se moznosti dlouhodobého ptezivani. Na druhé strané takika u vSech
experimentalnich nadort indukovanych fyzikéalni, chemickou, nebo biologickou -
virovou cestou a i1 u vétSiny ,spontannich" zvifecich nadortt byly v jejich
parenchymovych buiikach nalezeny neoantigeny specifické pro nadorovou buiiku. Cést
z nich je pfi odpovidajici imunizaci schopna standardné vyvolat proti sobé dobie

detekovatelnou reakci transplantaéniho typu.

Obecn¢ byly antigeny nalezené na nadorovych buinikdch nazvany nddoroveé
specifickymi antigeny (TSA), pokud byla jejich pfitomnost prokdzana vylucné
na nadorovych bunkach. S nadorem spojenymi (asociovanymi) antigeny (TAA),
nazyvame antigenni struktury pfitomné na nadorovych buikach a za jistych okolnosti
prokazatelné i na nékterych netransformovanych buikéch.

Cast TSA vazana na membrany vyvolava hostitelskou transplantaéni reakci, ktera je
schopna odhojit nador nesouci takovy antigen, a podili se tak na vztahu nédor-hostitel
pifimo v patogenezi ristu nadoru a v rozvoji nadorové nemoci. Tato Cast antigenil
stabiln¢ geneticky zakotvend v nadorové burice a pro jeji maligni charakter nezbytna se

jiz tradin€ nazyva nadoroveé specifické transplantacni antigeny (TSTA) a také ndadorové
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rejekcni antigeny (TRA). Mezi maligné transformovanymi builkami a normdalnimi
aloantigeny hostitelskych bunék byly v ¢asti pfipadl nalezeny kiizové antigenni reakce.
Tato kiizové reagujici Cast TRA se nazyvd s nddorem spojené (asociované)
transplantacni antigeny (TATA).

Po strance molekularni struktury patfi TRA mezi peptidické molekuly prezentované na

povrchu buiiky molekulami hlavniho histokompatibilniho komplexu (MHC) I. ttidy.

Antigenni peptidy TRA jsou kddovéany a exprimovany nékolika zptsoby, podle kterych
je mizeme dale rozdélit:

* Sdilené nadorové antigeny se vyskytuji na tumorech bez ohledu na jejich histogenezi a
etiologii

Jejich antigenni peptidy jsou kodovany geny pritomnymi ve vSech bunikach

v inaktivnim stavu a exprimované jsou asi ndhodné pouze v nékolika typech nadori.
Ptikladem jsou produkty genii z rodiny MAGE, pfitomné pfirozen¢ pouze v muzskych
semennych buiikach, kde vSak nedochazi k jejich expresi na povrchu pro nepfitomnost
MHC (HLA). Bilkovinné produkty téchto genli predstavuji rejekcni antigenitu vice nez
tretiny melanomd, nékterych karcinomi plic, zaludku, jater a mocového méchyfte.
Druhou moznosti v této skupiné je, ze je na povrchu netransformované buiky
maskovan napt. glycidovym krytem a u nadorové buiky snizenou glykosylaci
demaskovan. Piikladem je mucinovymi proteiny nesend antigenita nékterych karcinomt

pankreatu, vajecniki a prsu.

* Tkanové specifické antigeny jsou spolecné pro nador a buiiku, ze které vznikl
Piikladem je spole¢na antigenita epidermalnich melanocytli a né€kterych malignich
melanoml podminéna peptidy tyrozinazy prezentovanymi na bunéném povrchu v
oblasti MHC stejné€ u benigni jako maligni bunééné populace. Pii vzacné a Casto pouze
lokdlni spontdnni regresi nékterych melanomii skutecné dochdzi 1 k lokalni

depigmentaci zdnikem normdalnich melanocytu.

* Antigeny vzniklé mutaci jsou proteiny mutovanych protoonkogeni
a antionkogeni naddorovych buné&k prezentované v MHC
Antigeny vzniklé timto mechanismem patii mezi struktury s nejvetsi nadorovou
specifitou. Proti fadé téchto bilkovin byly ziskany cytotoxické
T-lymfocyty, ale nikdy nebyla proti nim nalezena G¢inna rejekéni odpovéd

in vivo.
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* Antigenita vzniklad overexpresi onkogenu teoreticky odpovidd nemutovanym, ale
pouze kvantitativné nadbyte¢nym onkoproteiniim v buiice povrchové exprimovanym v
oblasti MHC

Tyto proteiny jsou pfitomné v nizkych hladinach i v normélnich butikach, ale u
nekterych nadori se svou koncentraci dostavaji na hranici imunogenity pro

T-bunéénou odpoved.

* Virem kodované antigeny po piepisu do hostitelského genomu mohou byt
peptidovymi produkty prezentovany v oblasti MHC, a potom vystupovat jako rejekéni
antigeny

Ptikladem je antigenita karcinoml c¢ipku délozniho podminéna proteinem E7
kédovanym HPV 16. Timto proteinem senzibilizované lymfocyty jsou cytotoxické viici

ptislusnym nddorovym bunkam [1].

Cast nadorovych antigenii je transformovanou buiikou prezentovana mimo
membranovy povrch a nebo mimo oblast MHC a mnohdy jsou solubilné vyplavovany
do ob¢hu hostitele. Jsou to jiz zminéné TSA vyuzitelné diagnosticky, nebo pii sledovani
prubéhu nadorové choroby, ale neuplatitujici se v patogenezi nadorové choroby. Piikla-
dem jsou onkofetalni a embryondlni stadialni antigeny pfitomné na embryondlni tkéni v
uréitém stadiu vyvoje a neptfitomné v diferencovanych netransformovanych buikéach
dospé€lého organismu, ale bézné¢ nachdzené v nadorovych bunkéch a séru nositeld fady

nadort. Patii sem napft. a-fetoprotein (AFP) a karcinoembryonalni antigen (CEA) [1].

Karyotypické zmény

Karyotypické zmény mohou mit charakter ndhodny, dany chybami pfi rychlé
proliferaci, tyto zmény jsou nestabilni a nespecifické. Jiné odchylky karyotypu maji
charakter stabilni a pak jsou pro dany druh nadoru specifické a z hlediska
cytogenetického diagnostické. Konstantni translokace se vyskytuji u fady leukemii a u
nékterych lymfomi, ale i ovaridlniho a renalniho karcinomu. Stabilni delece jsou cha-
rakteristikou dalSich leukemii, retinoblastomu, neuroblastomu a Wilmsova tumoru.
Standardni lokalizace zloml a deleci je kromé diagnézy dulezitd 1 pro lokalizaci
specifickych onkogenti a supresorickych gent v zikladnim vyzkumu jednotlivych

nadord a pro studium interakci jednotlivych genti v onkogenezi [1].
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2.1.2. Proces onkogeneze

Proces onkogeneze na bunécné urovni je Uizce spjat s kontrolou bunééné proliferace,
diferenciace a apoptdzy (programované bunécné smrti). VysSe jmenované procesy jsou u
vysSich organismii regulovany mnohastupnovymi mechanismy, které zahrnuji
intracelulami a extracelulami kontrolni drahy. VétSina nadorovych bunék obsahuje
mnohocetné genetické zmeény, které podporuji proces onkogeneze pravé poskozovanim
dilezitych kontrolnich drah. U nadorovych onemocnéni se takika pravidelné setkavame
se dvéma zakladnimi typy genetickych poskozeni. Prvnim typem poskozeni jsou
dominantni poruchy  protoonkogenti a druhym typem jsou recesivni poruchy
antionkogentl.

Genetické poruchy, které ovliviiuji protoonkogeny, jsou zodpovédné za vyvolani
stimula¢nich u¢inkl, zatimco poruchy ovliviiyjici antionkogeny jsou zodpovédné za
ztratu jejich inhibi¢ni funkce. Molekularni mechanismy kontroly bunééné proliferace

zahrnuji jak negativni, tak pozitivni regulatory [3].

2.1.2.1. Obecna charakteristika bunééného cyklu

Bunééné deleni je zédkladnim predpokladem ristu a vyvoje vSech organismd, ale i
fixace nahodné vzniklych muta¢nich zmén v sekvenci DNA. Kontrola bunééného cyklu
je pro kazdou buiiku stézejni zalezitosti a jeji naruSeni miize mit za nasledek preménu
normdlni buniky v buitku nadorovou, kterd nepodléha regulacnim mechanismiim buiiky
a je schopna nekontrolovaného rastu. Bunéény cyklus je na zakladé morfologickych a
biochemickych charakteristik rozdélen do nékolika zékladnich fazi (Gy, Gy, S, G2, a M
faze) a je ukoncen rozdélenim buiiky za vzniku dvou decefinnych bunék. Perioda mezi n
a n+1 mitotickou fazi se oznacuje jako interfidze. Zakladni vlastnosti jednotlivych fazi
bunécného cyklu jsou uvedeny v nasledujicim prehledu:

* Go-faze, klidova faze bunécného cyklu, ve které¢ bunka plni své zdkladni funkce a
udrzuje bazalni metabolismus.

* G,-faze, interval mezi ukoncenim mitdzy a zaatkem syntézy DNA, je pro n¢j vlastni
intenzivni syntéza vSech typi RNA v jadfe, v cytoplazmé probihd proteo-syntéza a
burika roste. Délka G-faze obvykle urcuje délku celého bunécéného cyklu.

* S-faze, v jadfe probiha replikace DNA a v cytoplazmé jsou syntetizovany histony. Po
ukonceni S-fdze bunécéné jadro obsahuje dvojnasobné mnozstvi DNA.

» 5;-faze, interval mezi koncem syntézy DNA a zacatkem mitozy, je typicky dalSim

rustem bunky, proteosyntézou, pfiCemz ve zvySené mife je syntetizovan tubulin a dalsi
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proteiny slouzici k vystavbé mitotického aparatu. V G;-fazi cyklu probihd kontrola
ukonceni DNA replikace pted vstupem do mitdzy.

* M-faze, neboli mitotickd. Proces mitotického déleni se sestava z tady na sebe
navazujicich zmén, které délime do 6 fazi, z nichz prvnich pét (profaze, prometafaze,
metafize, anafaze, telofaze) piedstavuje déleni jadra. Sestou fazi je vlastni rozdéleni
buiikky neboli cytokineze. Mitotickym délenim se zabezpecCuje vznik dvou geneticky
identickych bunégk.

Gy, S, G, a M faze jsou soucasti bunééného cyklu, ovSem ne vSechny bunky
prochazeji timto standardnim schématem. Ackoliv délka jednotlivych fazi cyklu je do
urcité miry promeénliva, nejveétsi variabilita byla pozorovana v pribéhu G,-faze. Nejsou-
li buniky v G;-fazi pfipraveny k replikaci DNA, vstupuji do Go-faze, klidového stadia, ve

kterém mohou setrvat nékolik dni, tydni nebo i let, nez opét pokracuji v proliferaci [1].

2.1.2.2. Regulace bunécného cyklu

Dulezité procesy, jako je replikace DNA, mitéza a cytokineze, jsou fizeny fadou
kontrolnich systémii s cilem koordinovat jednotlivé faze bunécného cyklu. Ve
standardnim bunécném cyklu je proliferacni aktivita kontrolovana prostfednictvim
inhibitori, které mohou zastavit cyklus ve specifickych kontrolnich bodech.
Zpétnévazebné signaly zde brani v ¢innosti samotného kontrolniho systému, ve snaze
zabranit spusSténi dalSiho procesu diive, nez byl dokoncen piedchazejici. Klicovy
vyznam inhibitor spocivéa v jejich schopnosti regulovat bunécnou proliferaci v rdmci
utvareni integrity tkdné¢ a organismu. Tato regulace se uskute¢iiuje v nékolika
dalezitych kontrolnich bodech cyklu. Prvni kontrolni bod je v G;-fazi, tésn¢ pied
vstupem do S-fize a druhy kontrolni bod je v Gy-fazi pfed vstupem do mitozy.
Kontrolni systém bunécéného cyklu zde spousti proces, ktery zahajuje S-fazi. Nasledné v
G; kontrolnim bod¢ se spousti proces zahajujici M-fazi.

Vlastni regulace bunécného cyklu je zaloZzena na dvou skupindch proteinti. Prvni z
nich je skupina cyklin-dependentnich kindz (cdk), které vykazuji svoji aktivitu
fosforylaci urcitych proteinti na serinu a treoninu. Druhou je skupina specializovanych
regulacnich proteinit zvanych cykliny, které se vazou na molekulu cdk kinazy a
vytvareji tak funkéni komplex cyklinu s pfisluSnou kinazou, ktery se vyznacuje
schopnosti fosforylovat odpovidajici proteiny. Cyklické spojeni, aktivace a nasledny

rozpad komplexu cyklin/cdk jsou nezbytné pro progresi bunééného cyklu.
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Existuji dvé hlavni tfidy cyklinu: mitotické cykliny, které se vazou na cdk molekuly
béhem G,-faze a jsou dllezité pro vstup do mitézy. Dale D1 cykliny, které se vaZou na
cdk molekuly v pribéhu G;-faze a jsou dilezité pro vstup do S-faze cyklu. Jednotlivé
kroky bunééného cyklu jsou pak regulovany témito hlavnimi cdk komplexy:

* Pfechod G//S: (cyklin E/cdk2, cyklin DI-D3/cdk4, cyklin Dl/cdk6). D-cykliny se
ptevazné spojuji s cdk4 nebo cdk6. D cykliny pravdépodobné odpovidaji za spojeni
vngjSich signald s regulaci bunééného cyklu.

S-faze: (cyklin A/cdk2). Se vstupem buniky do S-fize cyklu se snizuje mnozstvi
cyklinu E a s nim spojend kindzova aktivita komplexu cyklin E/cdk2. Cdk2 uvolnéna z
cyklinu E méni svého partnera za cyklin A, ktery se ucastni procesu DNA replikace.
Kinazova aktivita cdk2 ve spojeni s cyklinem E a A se zvySuje pobliz G,/S ptechodu a
klesa v M-fazi.

Piechod G»/M: (cyklin A/cdc2, cyklin B/cdc2). Komplex cyklin B/cdc2 je zndmy
jako ,, Maturation-promoting factor (MFF)". Jeho katalyticka aktivita fidi vstup bun¢k
do M-faze cyklu. Cyklin B je syntetizovan a kumulovan v priibéhu S a G,-faze, kde
tvoii komplex s cdc2. Cdc2 je v komplexu fosforylovana na Thr-161 cdc2 aktivacni
kindzou (CAK), ktera je nezbytna pro aktivaci tohoto komplexu. CAK se sklada z cdk7
a cyklinu H. Naproti tomu je cdc2 inaktivovdna fosforylaci na Tyr-15, Thr-14
prostiednictvim kindz Weel a Mik | nebo inhibi¢nimi proteiny p21 a p27. Proti tomuto
mechanismu ptisobi aktivacni defosforylace v G»/S prechodu prostiednictvim fosfatazy
cdc25. Cdc2 (= cdkl) miaze asociovat rovnéz s cyklinem A, ktery se v cyklu objevuje
diive nez cyklin B. Aktivovany komplex cyklin B/cdc2 fosforyluje tadu dalSich
proteinl, mezi které patii také strukturni proteiny jako histon H1, jaderny laminin,
vimentin a kaldesmon. Jejich fosforylace je dulezitd pro kondenzaci chromozomt,
rozpad jadernych lamel, intermediarnich filament a reorganizaci mikrofilament.

Vsechny tyto pochody jsou nezbytné pro vstup bunky do M-faze.
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Obrazek 1: Schématické zndzornéni bunécného cyklu a jeho regulace
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2.1.2.3. Apoptoza

Apoptoza je cileny, samodestrukéni mechanismus bunék v némz bunika sama hraje
aktivni tlohu. Stejné jako mechanismy proliferace a diferenciace, je apoptéza povazo-
vana za kriticky bod bunécné kontroly, kterd mutze byt modulovana fyziologicky
bunikou samotnou nebo vnéjSim prostiedim. Je také regulacnihom mechanismem poctu
bunck v pribéhu ontogeneze.

Existuji velké rozdily mezi apoptdzou a nekrézou, z nichZ nejvétsi je ucinnost,

s jakou jsou apoptotické buiiky rozeznany a fagocytovany. Casna fagocytdza
nasledovand nitrobunécnou degradaci apoptotickych bunék makrofagy, brani bud’
pfimému poskozeni sousednich bunék nebo indukci zanétlivé odpovédi, kterd vznika pii
uvolnovani makromolekul z umirajicich bun¢k (charakteristicky znak nekrozy in vivo).

Defekty v procesech podilejicich se na kontrole programované smrti bunék mohou
prodlouzit Zivotni cyklus bunék, ¢imz piispivaji k neoplastické bunécné expanzi, ktera
je nezavisla na bun&ném déleni. Selhani normalnich apoptotickych drah rovnéz
pfispiva k procesu karcinogeneze tvorbou tolerantniho prostiedi pro genetickou
nestabilitu a akumulaci bodovych mutaci, umoziuje nefunk¢nost kontrolnich bodl
bunécéného cyklu, které¢ by normalné indukovaly apoptozu, redukuje zavislost na kysliku

a zivinach a podporuje rezistenci k cytotoxickym protinadorovym latkdm a radiaci.

Morfologické zmény spojené s apoptozou

Strukturu zmén v bunééné morfologii, které jsou charakteristické pro apoptozu, lze
shrnout do tfi skupin:
» smr$téni bunék

* kondenzace, migrace a fragmentace chromatinu
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* uchovani struktury cytoplazmatickych organel, ale pti ztraté prostorovych vztahti

Mezi dalSi charakteristiky patii tvorba tak zvanych ,apoptotickych télisek". Tyto
struktury vazajici se k membrané, které mohou, ale nemusi obsahovat chromatin, jsou

velmi citlivé na fagocytozu.

Zakladni linie bunééné smrti apoptotického typu

Diky studiim voln¢ Zijici nematodi (Caenorhabditis elegans) byly objeveny tii
zakladni geny Ced-3, Ced-4 a Ced-9 podilejici se na kontrole kroku, kterym se
rozhoduje definitivné o zivot¢ ¢i smrti buiiky. Homology téchto genti byly

identifikovany rovnéz u ¢lovéka a dalSich zivocisnych druhii.

Kaspazy

U ¢loveka existuje nejméné 13 homologh genu CED-3, jejichz produkty se nazyvaji
kaspazy 1-13. Tyto protedzy existuji jako inaktivni zymogeny u vSech ZivociSnych
bun¢k, ale mohou byt aktivovany proteolytickym St€penim svych inaktivnich pro-
forem, coz vede k tvorbé podjednotek enzymaticky aktivnich protedz. Aktivace kaspaz
byla dokumentovdna u vétSiny nadorovych bunék, u nichz byla s vyuZzitim

chemoterapeutickych 1€kt uspésné indukovana programovana bunécna smrt.

Ptenos apoptotickych signali byl prokazan u nékolika cytokinovych receptoric TNF
rodiny, mezi néz patii napiiklad TNF-R1 (CD120a), Fas (CD95), DR3 (Wsl-1; Tramp),
DR4 (Trail-Rl), DR5 (Trail-R2) a CAR-1. Tyto receptory jsou tvofeny evolu¢né
zachovanou cytozolovou doménou, ktera je znama jako ,,death domam" (DD), a je
zodpovédna za ziskéni adapterovych proteinti jako je Fadd/Mort-1 do komplexu
receptort po jejich vazbé s ligandy. Protein Fadd/Mort-1 je tvoten jak DD, tak rovnéz
dalsi doménou nezbytnou pro interakci s jinymi proteiny nazyvanou ,,death effector
domain” (DED). Tato oblast (DED) proteinu Fadd/Mort-1 se vaze s homolognimi
oblastmi (DED) pouze nckterych kaspaz (kaspaza 8 a 10). Takto neaktivni kaspdza
(pro-kaspéza) je odStépenim pro-domén obsahujicich DED uvolnéna do cytoplazmy,
kde jako aktivni proteaza muize §tépit dalsi neaktivni kaspazy (prokaspazy).

Byla objevena nova rodina proteinti AP (inhibitor of apoptosis protein) oznaco-
vanych za supresory apoptdzy pusobicich jako inhibitory kaspaz. Bylo prokazano, ze
IAP proteiny se vazi s kaspazami 3, 7 a 9 a inhibuji jejich funkci a nevaZzi se s

kaspdzami I, 6, 8 a 10. Neni mnoho informaci o expresi proteinti IAP rodiny v lidskych
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normalnich tkdnich a nadorech. Jeden z rodiny IAP proteinii ,survivin" je

overexprimovan u velké skupiny lidskych nadori.

Apaf-1 - Faktor aktivujici apoptotické proteazy

Apaf-1 je dosud jediny homolog proteinu CED-4 identifikovany u savci. N-
termindlni kaspazovd doména zprostfedkovava interakce s pro-doménou kaspazy 9 a
umoziiuje proteinu Apaf-1 indukovat samoaktivaci kaspazy 9. C-terminalni oblast
proteinu Apaf-1 se li§i od CED-4 ptfitomnosti 12 tandemovych kopii WD domény a
hraje dulezitou roli jako negativni regulatorova oblast, ktera udrzuje tento protein v
bunice v inaktivni form¢, ¢imz brani vazbé s kaspazou 9. Apaf-1 tedy vyzaduje aktivacni
krok, ktery tomuto proteinu umozni interakci s kaspdzami a spuSténi mechanismil
programované smrti bunék. Jednim ze zndmych mechanismti zodpovédnych za aktivaci
proteinu Apaf-1 je jeho interakce s cytochromem-c, ktery po vazbé na Apaf-1 uvoliuje
represi funkce tohoto proteinu zptisobenou WD doménou. Cytochrom-c je uchovavan v
mitochondriich mezi vnéjsi a vnitini membranou téchto organel. Po G¢inku stimulatorii
apoptozy, jako jsou chemoterapeutické 1éky, zafeni a odstranéni rstovych faktort, je

tento cytochrom-c uvolnén do cytoplazmy.

Bcl.2

U clovéka byla popsana Bcl-2 rodina apoptdzu regulujicich proteint, ktera je tvoiena
nejméné¢ 17 homology proteinu CED-9. Protein CED-9 byl identifikovan jako velmi
ucinny supresor bunéné smrti u Caenorhabditis elegans, ktery se vaze na CED-4, ¢imz
brani aktivaci CED-3. Nékteré z rodiny Bcl-2 proteinli (napt. Bcl-2, Bel-Xp Bcel-W,
Mcl-1 aAl/Bfl-1) potlacuji proces apoptdzy stejnym mechanismem ucinku jako CED-9.
Bylo prokazano, Zze Bcl-X, mize interagovat s proteinem Apaf-1, homologem CED-4.

Také byla objevena fada antagonisti apoptézy (BAD, Bik, Bid atd.), které pusobi
jako transdominantni inhibitory antiapoptotickych proteinii. Protein s obdobnou funkci
byl nalezen rovnéz u nematodti (EGL-1). Vazba téchto antagonistti s Bel-2 nebo Bel-X
brani jejich interakci s Apaf-1 a dalSimi proteiny stejné jako inaktivuje celou fadu jejich
funkci. Na rozdil od nematodii byla u ¢lovéka objevena skupina pro-apoptotickych
protein patficich do Bcl-2 rodiny, které maji podstatny vliv na indukci apoptdzy (napf.
Bax, Bak atd.). Tyto proteiny maji samostatnou cytodestruktivni aktivitu a schopnost
interagovat s Bcl-2, Bel-Xp, a dalSimi ¢leny antiapoptotické rodiny proteinti. Na rozdil
od antiapoptotické rodiny Bcl-2 proteint, ktera brani uvolnéni cytochromu-c z

mitochondrii, bylo prokdzano, Ze Bax se podili na jeho uvoliiovéni [1].
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2.1.2.4. Mutace antionkogent a protoonkogent v nadorové tkani
U nadorovych onemocnéni se takika pravidelné setkdvame se dvéma zakladnimi typy
genetickych  poSkozeni. Prvnim typem poSkozeni jsou dominantni mutace

protoonkogenti a druhym typem jsou recesivni mutace antionkogentl.

2.1.2.5. Antionkogeny - nadorové supresorické geny

Velka vétsina mutaci, které vedou k vyvoji nadorti, jsou mutace somatické
a vyskytuji se pouze v nadorovych bunikach pacienta . Podil zdrode¢nych mutaci je ve
veétsing piipada nizky (Li-Fraumeni syndrom, FAP).

Nadorové supresorické geny se od predchozich onkogenti odliSuji tim, ze koduji
proteiny, které se podileji na kontrole bunééného riistu a procesu diferenciace
a ztrata jejich funkce je zodpovédna piimo za zménény fenotyp nadorové buiiky.
Existenci antionkogent poprvé piedpovédél A. Knudson v roce 1971 na zékladé sta-

tistické analyzy incidence retinoblastomu [4].

Tabulka 1: Seznam nejznaméjsSich antionkogenti a mechanismus jejich t€inku

Skupina Gen Typ nadoru Lokalizace [Mechanismus G¢inku
proteinu

Retinoblastom RB-1 Retinoblastomy, osteosarkomy Jadro Transkrip¢ni
regulator/faktor

Li-Fraumeni p5S3 Sarkomy, karcinom prsu, nadory mozku [Jadro Transkripéni faktor

Familial APC Adenomato6zn) polypy, karcinom stieva |Cytoplazma [Regulator funkce beta-

adenomatous kateninu

polyposis (FAP)

Wilmstv nador WT-1  [Nefroblastom Jadro Transkrip¢ni faktor

Neurofibromatéza |NF-1 Neurofibromy, sarkomy, gliomy Cytoplazma |P21-ras-GTP-azovy

typu 1 aktivator

Neurofibromatéza |NF-2 Schwannomy, meningiomy Cytoplazma |Ovliviluje spojeni

typu 2 cytoskeletu a
membrany

Von-Hippel VHL Karcinomy z  rendlnich  bunék,|Jadro Regulace elongace

Lindau feochromocytomy, hernangiomy transkripce

Familiarni plé Melanom, karcinom pankreatu Jadro Inhibitor cyklin

melanom a dependentnich kindz

karcinom

pankreatu

Familiarni BRCA1 |Karcinomy prsu a vajecniku Jadro? Neznamy

karcinom prsu BRCA2

Tuberézni skleréza [TSC2 | Nédory ledvin a mozku Golgi? P21-rap-GTP-azovy
aktivator

Antionkogeny lze tedy definovat jako geny, jejichZz represe, inaktivace, dysfunkce
nebo ztrata maji za nasledek bunécénou transformaci. Pii prevdzné monofaktoridlnim

vzniku nadoru lze vysledovat autozomalné¢ dominantni typ dédi¢nosti u malignit
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podminénych pravé antionkogeny. Jedna se o takzvanou teorii dvojiho zasahu (two hit
hypothesis) formulovanou Knutsonem, kterd vede ke ztrat¢ heterozygozity (LOH).
Ztratou heterozygozity (LOH) se rozumi vznik mutace, kterd funkéné vytadi i druhou
alelu genu (antionkogenu). Prvni alela je jiz nefukéni z divodu pfitomnosti zdrodecné

mutace [4] .

Retinoblastomovy gen (RB-1, OMIM: +180200, genovy lokus 13q14.1-q14.2)

Retinoblastomovy gen je prototyp nadorového antionkogenu, jeho inaktivace je
klicova ve vyvoji fady lidskych nadort. Tento fosfoproteid (105 kD) ma jadernou
lokalizaci a hraje diilezitou roli pti kontrole transkripce jinych proteinil a jako regulator
bunécného déleni [5]. Je exprimovan v kazdé buiice a existuje v rtizné fosforylovanych
formach, coz zavisi na stadiu bunécného cyklu. V Gy fazi se protein Rb nachézi
prevazné v nefosforylované formé a ptisobi jako supresor bunééného déleni, zatimco v
piipad€, ze je hyperfosforylovan, ztrdci tuto svoji antiproliferacni - antionkogenni
funkei.

Ve své aktivni formé (hypofosforylovany Rb) brani rovnéz postupu bunék z G, do S
faze bunécného cyklu. Stimulaci bun€k rustovymi faktory je Rb protein inaktivovan
celou fadou fosforylaci a tyto buniky pak mohou piejit z G; do S faze. Buniky nachazejici
se v S fazi se dale d¢li bez dalSich G€inkl ristovych faktorti. Béhem nasledné M faze
jsou pak fosfatové skupiny z proteinu Rb odstranény pomoci bunéénych fosfatdz za
vniku hypofosforylované formy Rb proteinu. Molekuldrni ucinek tohoto proteinu je
zalozen na inaktivaci proteinii dilezitych pro proces bunécné proliferace a v jadre je
zavisly predev§im na interakci hypofosforylované formy Rb s rodinou transkripénich
faktora E2F.

V klidovych bunkach oba proteiny tvoii v G; fazi navzdjem komplex a brani tak
transaktivaci nékterych gent zodpovédnych za regulaci bunééného ristu.

V piipad¢ stimulace rGstu buniky dochdzi ke zvySeni koncentrace cyklinti D a E,
které tvoii s cyklin dependentnimi kindzami komplexy cyklin D/cdk4, cyklin D/cdk6 a
cyklin E/cdk2 a jsou zodpovédné za hyperfosforylace Rb (pfechod bunék z G; do S
faze), pfiCemz dochazi k uvolnéni E2F faktoru a k opétné kontrole buné¢ného déleni
hypofosforylovanou formou Rb. Volny E2F faktor tvoii heterodimery s jinymi proteiny
bunécného cyklu a je schopen aktivovat transkripci mnoha cilovych regulacnich genti
nesoucich E2F-DNA vazebné misto, které jsou nezbytné pro pribéh S faze bunééného
dé€leni. Protein Rb samoziejm¢ interaguje i1 s jinymi transkripénimi faktory jako je N-

mvc a c-myc, u nichz snizuje jejich hladinu v bufice. Z ptedchdzejici konfrontace
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poznatkii je zfejmé, ze nepfitomnost funkéniho Rb proteinu, ktery neni schopen
regulovat transkripéni faktor E2F, vede k uvolnéni kontrolnich bodd bunééného déleni

a bezprostfednimu snadnému prechodu bun¢k do S faze [5].

Gen P53 (OMIM: +191170)

Mezi nejcastéji se vyskytujici mutace u lidskych naddort patii mutace antionkogenu
P53. Gen P53, nachazejici se na chromozomu 17p13.1, je mutovany u vice nez 50 %
vétSiny typu lidskych nador. Tento gen koduje jaderny fosfoprotein o molekulové
hmotnosti 53 kDa, ktery je negativnim regulatorem ptechodu G,/S faze bunécného
déleni [6-10]. Fosforylace proteinu p53 na rozdilnych serinech probihd béhem
bunécéného cyklu a této fosforylace se ucastni fada kinaz (cdc2, CKII, DNA-PK, PKC,
atd.). Hlavni biochemickou funkci nemutované ptirozené formy proteinu p53 (wild-type
p53) je kontrola normalniho pribéhu bunécného cyklu regulaci transkripce a DNA-
replikace. Protein p53 se vyskytuje v jadfe a je schopen vazby na specifické sekvence
DNA a je tedy potencialnim transaktivatorem vSech gent nesouci zminéné specifické
sekvence. Inaktivace obou alel genu P53 byla nalezena u vétSiny typt nadort a zejména
u karcinomu plic, tlustého stieva a prsu. Ve vétsin€ pripadi doslo k inaktivaci obou alel
P53 v somatickych bunkach, ale sporadicky se mizeme setkat i se zdédénou jednou
deaktivovanou alelou pro gen P53. Jedinci s rodinnym nédorovym syndromem
dédénym autozomaln¢ dominantné a oznacovanym jako ,, Li-Fraumeni syndrom"” maji
25x vyssi Sanci tvorby zhoubnych nadort do svych 50 let véku nez normalni populace a
dokonce 90% penetranci nadorového onemocnéni ve véku 70 let [11-13]. Z celé fady
ziskanych poznatkl je zfejmé, Ze protein p53 plisobi jako ,,molekularni strazce", ktery
brani rozsifeni geneticky poskozenych bunck.

Mechanismy poskozujici DNA, UV svétlo, mutagenni latky atd., zvySuji expresi
transkripcné aktivniho proteinu p53. Takto akumulovany protein se vaze na specifické
sekvence DNA a stimuluje expresi fady gent, které zprostiedkovavaji dva dilezité
efekty p53:

» zastaveni bunécného cyklu v pozdni G, fazi a
* programovanou smrt burky.

Proteinem p53 indukovany blok bunééného cyklu je zptisoben p53 zavislou indukci

| WAF1

inhibitoru cdk proteinu p21WAFI

. Protein p2 inhibuje tvorbu komplexu mezi
cykliny a cdk, a tim brani fosforylaci proteinu Rb, ktera je nezbytnd pro ptfechod bun¢k
do S faze [14]. Zastaveni bun¢k pied vstupem do S faze umoziluje reparaci poskozené

DNA. Protein p53 se na tomto procesu podili rovnéz pfimo indukci transkripce
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GADDA45 (Growth ArrestandDNA Damage 45 protein) proteinu podilejiciho se na
DNA reparaci [15]. Je-li poskozena DNA spravné opravena, p53 aktivuje gen mdm?2,
ktery je zodpovédny za inhibici transkripéni aktivity p53 zablokovanim jeho
transaktiva¢ni domény.

V ptipadé¢, ze poskozeni DNA je pfili§ rozsahlé a neni opraveno v pribéhu bloku v G;
fazi, funk¢ni protein p53 navodi programovanou smrt takto poSkozenych bunék aktivaci
apoptozu indukujicich genii bax a IGF-BP3. Na zéklad¢ vyse popisovanych aktivit byl
tento antionkogen oznacen jako ,.strdzce genomu" (,, guardian ofthe genome"). Stejné
jako je tomu u jinych anti-onkogenti, mutace P53 genu nejsou odpovédny pouze za
ztratu jeho supresorické funkce, ale mohou P53 aktivovat jako onkogen s transformacni

aktivitou. Tento efekt je oznacovan jako dominantné-negativni [1].

BRCA-1 a BRCA-2 geny (breast cancer predisposition gene, OMIM: +113705,
OMIM: + 600185)

Tyto antionkogeny jsou spojovany s vyskytem fady nadord, ale nejcastéji nadort
prsu a ovaria se vyskytuji na chromozomech 17q12-21 (BRCA-1) and 13ql2-13
(BRCA-2). Jedinci, kteti zdédi mutovanou alelu BRCA-1, maji zvySenou predispozici k
vyvoji karcinomu prsu a ovaria a mirné zvySené riziko tvorby karcinomu prostaty a
tlustého stieva. Mutace v genu BRCA-2 zvysuji riziko vyvoje karcinomu prsu u Zen i u
muzu, karcinomil ovaria a pravdépodobné i karcinomt prostaty, pankreatu a laryngu.
Priblizné 5-10 % karcinomi prsu je hereditarniho piivodu a v 80 % téchto ptipadi se
setkavame s mutacemi v BRCA-1 a BRCA-2 [1]. Proteiny BRCA-1 a BRCA-2 se
nachézeji v jadie a podileji se na regulaci transkripce [16]. Mutace v BRCA genech
nejsou tedy pfimo odpovédné za regulaci bunécného rustu, ale umoziuji vznik chyb pfii
DNA replikaci, které vedou ke vzniku mutaci v jinych regulacnich genech, které se

pfimo podileji na regulaci bunééného ristu.

APC gen (adenomatous polyposis coli, OMIM:+175100)

Zdédéné mutace v APC genu, nachazejiciho se na chromozomu 5q21, jsou pfic¢inou
FAP (familial adenomatous polyposis) [17], onemocnéni charakterizovaného vyvojem
mnohacetnych pre-malignich polypl ve druh¢ a tteti dekad€ zivota. Témét vzdy jeden
nebo vice polypl projde procesem maligni transformace a vzniku karcinomu tlustého
stieva. Somatické mutace tohoto genu byly rovnéz nalezeny u sporadickych karcinomi
tlustého stteva (60 %), sporadickych adenomii (63 %) a karcinomil traviciho traku a

jsou vzdy asociovany s mutacemi jinych gend. Protein APC se podili na negativni
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regulaci Wnt signalni drdhy vazbou na B-katenin, tim zptsobuje jeho degradaci a
udrzuje jeho nizké hladiny v cytoplazmé [18,19]. Inaktivace genu APC a s tim spojena
ztrata jeho proteinu vede ke zvySeni hladiny B-kateninu, ktery pfejde do jadra a zvysi
bunécnou proliferaci. Dulezitost APC-B-katenin signalni drahy v procesu nadorové
premény bunky je nepfimo potvrzena skutecnosti, ze u karcinomu tlustého stfeva s
funkénim APC byly nalezeny mutace, které se vyskytuji v f-kateninu a jsou odpovédny
za jeho stabilizaci a odolnost vi¢ci APC degradaci. Prevazna vétSina mutaci v APC u
FAP je odpovédna za vznik stop kddonii nebo posunu cteciho ramce - ,,frame shiftu ".
Mutace se vyskytuji v celém rozsaho genu, vejvice vSak v rozsahu kodonti 1250-1400
15. exonu. Mutace v riznych oblastech genu maji rozdilny efekt na vyvoj polyposy, coz
lze dolozit pocty polipti u konkrétnich postizenych osob [20]. K dneSnimu dni bylo
popsano 583 mutaci tohoto genu [21].

Geny NF-1 (neurofibromatosis type I, OMIM:+162200) a NF-2 (neurofibromatosis
type 2, OMIM:+607379)

Gen NF-1 se nachazi na chromozomu 17q11.2 a svou funkci se podobé genu APC. U
jedincii, kteti zdédili jednu mutaci v genu NF-1, se v disledku ztraty druh¢ alely tohoto
genu vyviji mnoho benignich neurofibromil, z nichz nékteré se pozdéji mohou vyvinout
v neurofibrosarkomy. Déti, u kterych se vyskytuje tento typ onemocnéni, maji rovnéz
vEtsi riziko pro vyvoj akutni myeloidni leukemie. Inaktivace obou alel NF-1 genu byla
popsana navic u melanomt a neuroblastomtl, coz potvrzuje jeho tlohu jako nadorového
supresoru. Protein kddovany NF-1 genem se jmenuje neurofibromin a patii do rodiny
GTP aktivujicich proteint. Tento protein umoziiuje pfeménu neaktivni formy proteinu
ras ve formu aktivni a ma dulezitou roli pfi regulaci signalnich ptfenosti fizenych p21
proteinem. Zarodecné mutace genu NF-2 jsou odpovédny za predispozici jedince k
tvorb& neurofibromatozy typu 2. U téchto pacientli se vyviji oboustranny neurinom-
schwannom akustického nervu. Proteinovy produkt tohoto genu se nazyva merlin a
tvofi komplex na jedné strané¢ s aktinem a na druhé stran¢ s transmembranovym

proteinem CD44, ktery se podili na interakcich bunécné matrix [1].

WT1 gen (Wilmstv tumor, OMIM:+607102)
Tento gen se nachdzi na chromozomu 11p13 a jeho delece nebo mutaéni inaktivace
byla nalezena u dédi¢né i sporadické formy Wilmsova nadoru déti. Wtl protein je

tkanove specificky regulator transkripce, ktery pravdépodobné inhibuje transkripci gent
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podporujicich rast a vyskytuje se hlavné v mocovém ustroji béhem embryonalniho

vyvoje [22].

VHL gen (Von Hippel-Lindau OMIM:+608537)

Dédiéné mutace tohoto genu, ktery se nachdzi na chromozomu 3p26-p25, se
vyskytuji u dédiénych forem nédorli rendlnich bunck, feochromocytomd,
hemangioblastomti centralniho nervového systému, ale i angiomi sitnice a ledvinnych
cyst. Mutace tohoto genu jsou rovnéz nalézany u sporadickych nadori z rendlnich
bun¢k. Protein VHL reguluje transkripci elongace RNA polymerazou a neni doposud

jasné, jak tento proces miize byt spjat s procesem nadorové premény bunky [1].

Rodina genti kodujicich glykoproteiny typu Cadherini (Cadherin 1- Cadherin 22)
Cadheriny jsou glykoproteiny, jejichz funkci je spojovani a vzijemnd adheze
epitelidlnich bunék. Ztrata téchto proteinii vede ke snadnému rozvolnéni epitelidlnich
bunék, které pak mohou lokaln¢ invadovat nebo metastazovat. U fady nadord (nadory
jicnu, tlustého stfeva, prsu, ovaria a prostaty) byla sledovana sniZzend exprese E-
cadherinu na povrchu bunék. Tak jako je tomu u jinych antionkogent, zarode¢né
bodové mutace v genu kodujicim E-cadherin mohou vést k tvorbé dédi¢né predispozice
vzniku zalude¢niho karcinomu.Z hlediska molekuldrné biologického existuji dvé
pticiny, které ovliviiuji normalni funkci proteinu E-cadherinu:
» primarni redukce exprese proteinu E-cadherinu inaktivaci genu (chromozom 16q)
kodujici tento protein bodovymi mutacemi,
» sekundarni redukce exprese E-cadherinu bodovymi mutacemi v genu kodujicim
expresi proteinu P-kateninu, ktery je ve funkéni formé schopen vazby

na intracelulami oblast cadherind, ¢imz stabilizuje jejich expresi [1].

DCC gen (Deleted in Colorectal Carcinoma, OMIM:+420170)

Antionkogen DCC je deletovan u nadort tlustého stfeva a rekta a je lokalizovan na
chromozomu 18q21-22. Gen koduje membranovy receptor s vysokou homologii s
jinymi molekulami bunééného povrchu, které se podileji na interakcich bunka-buiika a
interakcich bunika-matrice. Z téchto divoda se predpoklada, ze DCC je zodpovédny za
regulaci bunééného rhstu a diferenciaci tim, Ze integruje signaly pfichazejici z

bunécéného prostiedi [1].
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2.1.2.6 Uloha antionkogent u sporadickych nadort

Supresorové geny byly piivodné objeveny u familidrnich nddorovych syndromi jako
je familiarni retinoblastom nebo Li-Fraumeni syndrom. Delece a/nebo mutace obou alel
mohou vést ke vzniku riznych typt familidrnich syndromd a pfitom se mnohé
supresorické geny (mimo antionkogen p53) jevi jako tkanové specifické. Nicméné
alterace téchto genil jsou popisovany rovnéz u riznych typi sporadickych nadort (jako
jsou mutace Rb u nadori prsu a plic a mutace NF1 u melanomt). Doba vzniku mutaci u
tkanove specifickych antionkogentt je velmi kritickdA pro vyvoj nadorového
onemocnéni, ¢imz lze vysvétlit, pro¢ u pacientl s vrozenou mutaci v Rb genu dochazi
ke vzniku retinoblastomu v détském véku, zatimco ziskané mutace Rb genu se mohou

nachdzet u fady nadort v riizném vékovém rozmezi [1].

2.1.2.7. Protoonkogeny a onkogeny

Onkogenni aktivace mtize byt zpusobena kvantitativnimi nebo kvalitativnimi
zménami exprese protoonkogend, gend podporujicich rast. Kvalitativni zmény jsou
zpusobeny zménami ve struktufe genu majici za nésledek syntézu abnormdlniho
genového produktu (onkogenu), které ma zvySenou funkci.Kvantitativni zmény
ovliviiuji regulaci genové exprese, které¢ vedou ke zvysené nebo neptimérené produkci
strukturné nezménéné formy normalniho proteinu podporujiciho rist.
Tyto zmény zpiisobuji nasledujici mechanismy:

e Inzerce retroviri do bunééného genomu ovliviiuje kontrolu bunéénych genii
silnymi retrovirovymi promotory, které jsou zodpovédné za aberantni expresi
protoonkogentl, coz ma za nasledek konstitutivni expresi normalniho proteinu.

e Genové amplifikace protoonkogenti jsou zodpovédné za zvysSenou produkci
DNA matrice pro tvorbu mRNA, coz vede k nespravné expresi kddovanych
proteind.

e Chromozomové piestavby, translokace nebo inverze, mohou nej¢astéji aktivovat
protoonkogeny vznikem abnormdlni transkripéni regulaci postizenych genli
(translokaci odlisnych regulacnich elementil) nebo vznikem zkracenych nebo
fzovanach genti s abnormalni funkeci.

e Bodové mutace mohou vést ke strukturnim nebo regulatnim zméndm

ovliviiyjicim projev protoonkogeni.
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Velka vétsina protoonkogenii koduje proteiny, které se podileji na pfenosu vnéjsich
rustovych a diferenciacnich signalii z povrchu buiiky do cytoplazmy a do jadra. Jako
onkogeny mohou ptisobit kvantitativné nebo kvalitativné zménéné exprese gent:

e rUstovych faktort

e receptorl pro rastové faktory

e pfenaseci signalli vdzanych na membranu

e cytoplazmatickych pfenasect signali

e jadernych transkripcnich faktort

e cyklinii a cyklin-dependentni kindz (cdk) [1].

Geny rtstovych faktorti plisobici jako onkogeny

Konstitutivni exprese rastovych faktorii bunkami, které exprimuji receptory pro tyto
faktory, mize vést k tvorb¢ autokrinni proliferacni smycky zodpovédné za autonomni
rust vychazejici z buiiky samotné. Nekteré z téchto autokrinnich smycek jsou specifické
pouze pro urCité typy bunck, jako je produkce peptidi shodnych sbombensinem
buiitkami malobunééného karcinomu plic. Jiné, jako je TGFa (transforming growth
factor a) se vyskytuji u fady nddort rizného histogenetického ptivodu. Ruistovy faktor
TGFa je ptibuzny s EGF (epidermal growth factor) a je zodpovédny za indukci

proliferace vazbou na EGF receptor [1].

Geny receptorll proristovych faktort plisobici jako onkogeny

Onkogenni formy téchto receptorii se vyznacuji trvalou dimerizaci a aktivaci bez
vazby odpovidajicich ristovych faktorti a dodavaji stabilni signaly pro vstup bun¢k do
mitozy.
Mezi nejznaméjsi ¢leny rodiny EGFR patfi tii geny (C-ERB B1, C-ERB B2,
C-ERB B3), jejichz zvySend exprese normalni formy se vysvétluje v nékterych
pripadech genovou amplifikaci, zatimco u vétsi skupiny pripadii molekularni podstata
téchto zmén neni zndma. Bodové mutace vedouci k inaktivaci téchto genli nejsou velmi
casté. Normdalni forma C-ERB Bl ma zvySenou expresi proteinu u 80%
spinocelularniho karcinomu plic a méné ¢asto u karcinomi mocového méchyte, GIT a
astrocytomti. C-ERB B2 (c-neu) je oproti C-ERB B1 amplifikovan u vysokého procenta

lidskych karcinomt prsu, ovaria, adenokarcinomi plic, zaludku a slinnych zlaz [1].
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Geny pienasect signali vazanych na membranu ptisobici jako onkogeny

Tato skupina onkogenil se miize rozdélit dle povahy produktii na skupinu s aktivitou
tyrozinkinazovou a skupinu s aktivitou GTP-azovou.
Protoonkogen C-ABL ma tyrozinkinazovou aktivitu kontrolovanou negativni regulacni
doménou. V pfipad¢ chronické myeloidni leukémie a u nékterych akutnich
lymfoblastickych leukémii je kontrolni funkce negativni regulacni domény eliminovéna
translokaci genu C-ABL z chromozému 9 na chromozom 22 t(9,22), kdy dochazi k fizi
C-ABL s ¢asti genu BCR (break point cluster region) za vzniku hybridniho genu
kodujiciho fuzni protein s potentni tyrozinkindzovou aktivitou.
Mezi nejcastéji mutované onkoproteiny pienasect signala patii geny rodiny
RAS - Harvey (Ha), Kirstein (Ki), neuroblastoma (A) — vazajici guanosin 5 trifisfat
(GTP). 15 — 20% vsech lidskych nadorti obsahuje mutace v genech RAS K-ras mutace
jsou u 30% plicnich karcinomii, u 50% kolorektalnich karcinomti
a u 90% karcinomli pankreatu [23-25]. Normalni ras proteiny jsou pfitomny v buiice
jak v aktivni (signaly pfendSejici), tak inaktivni formé. V neaktivni formé se ras vaze
s GDP a v ptipadé¢, Ze buiiky jsou stimulovany rastovym faktorem dochézi k aktivaci ras
vyménou GDP za GTP. Takto aktivovany ras interaguje s cytosolovym proteinem raf-1,
¢imz dochazi ke stimulaci MAP kinazy. Tato kindza aktivuje cilové transkripcni faktory
v jadfe a tim podporuje pribeh mitézy. V normalnich buiikdch je ras v aktivni formé
pouze ptechodné, protoze jeho vlastni GTPazova aktivita hydrolyzuje GTP za vzniku

GDP a tim se pfeménuje do inaktivni formy [1].

Geny jadernych transkripcnich faktorti piisobici jako onkogeny

Stimulace bunék mitogennimi latkami vyvolava fosforilaci velkého mnoZstvi
bunéénych proteintll na serinu a treoninu. Rodina c-raf protoonkogenti se sklada
ze 3 molekul (C-raf, A-raf, a B-raf) se serin/treonin kinazovou aktivitou. Protein C-raf
je bezprostfedné fosforilovan PKC protein kindzou C v okamziku, kdy klidové bunky
jsou stimulovany mitogeny (jako PDGF, EGF), coz ma za nésledek zvySeni jeho
katalytické aktivity. Onkogenni zména C-raf-1 je zptisobena deleci v N-koncové oblasti

a vede k permanentni aktivaci proteinkindzové aktivity [1].

Geny cyklint a cyklin-dependentnich kinaz (cdk) ptisobici jako onkogeny
Postup bunécného cyklu u sav€ich bun¢k je koordinovan aktivaci cyklind a cyklin-
dependentnich kindz (cdk). Mutace, které rozvraci regulacni aktivitu cyklini a cdk a

které byly nalezena u mnohych nadorii podporuji proces bunééné proliferace. Z téchto
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divodii jsou cykliny a nékteré cyklin-dependentni kinazy (cdk) povaZovany za
protoonkogeny. ZvySena exprese Cyklinli D byla zaznamendna u nadort prsu, jicnu
jater a u lymfomd. Genova amplifikace cdk4 je béZznd u melanomil, sarkoml a

glioblastomi [1].

2.1.2.8. Typy mutaci ménicich genetickou informaci

Mutace je zména genotypu, jejiz molekularni podstatou je nukleotidovad substituce,
delece nebo inzerce. Nukleotidova substituce, vyména nukleodidu (jednofetézcova
nukleotidova kys.) nebo nukleotidovaho paru (dvojtetézcova nukleotidova kys.) probiha
dvéma zplisoby: fransici (vyména purinového nukleotidu za purinovy a pirimidinového
za pirimidinovy) a transverzi (vyména purinového nukleotidu za pirimidinovy a
naopak).

Pro nukleotidovou substituci se v soucasnosti také pouziva termin ,,single nucleotide
polymorphism* (SNP). Ve strukturnich genech mtize vést substituce ke zméné smyslu
kodonu nebo ke vzniku termina¢niho kodonu. Substituce ménici kodon pro urcitou
aminokyselinu v kodon pro jinou aminokyselinu se oznacuji jako mutace ménici smysl
kodonu. Pokud tato mutace neméni konformaci polypeptidového fetézce, jedna se
0 konzervativni nukleotidovou substituci. Zméni-li se kodon pro aminokyselinu v kodon
nesmyslny (terminacni), jde o mutaci nesmysinou (beze smyslu). V ramci téze
kodonové rodiny vedou ke zmén¢ smyslu kodonu jen ty substituce, které se tykaji
prvnich dvou nukleotidu.

Delece je ztrata jednoho nebo vice nukleotidii z nukleotidové sekvence, inzerce je
naopak vloZeni jednoho nebo vice nukleotidii do nukleotidové sekvence. Mutace
zpisobend delecemi nebo inzercemi, které nejsou nasobkem tif nukleotidii a méni proto
¢teci ramec, se oznacuje jako posunova.

Alela prislusného genu ptevladajici v pfirodni populaci se oznacuje jako standardni
alela. Od ni se odvozuje alela mutantni, tj. alela zménéna mutaci, kterd nemusi byt
funk¢ni, coz se mize odrazit ve fenotypu. Mutantni alely, které se ve fenotypu
neprojevuji, jsou vysledkem tzv. tiché mutace, spocivajici ve zméné kodonu, ktera se
neprojevuje ve funkci polypeptidového fetézce.

Geny jsou v riizné mife mutabilni, tzn. maji schopnost mutovat. Asi neexistuji geny,
které by nebyly mutabilni, protoze tato vlastnost vyplyva z chemickych vlastnosti bazi.
Mutace mohou vznikat spontanné, spontanni mutace, nebo mohou byt indukované,

indukované mutace, a to fyzikalnim faktorem nebo chemickou latkou (mutagenem).
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Krom¢ mutace se na zménach genetické informace podili téZ rekombinace. Miize
dojit k obecné rekombinaci, kterd je vysledkem crossing-overu probihajicim mezi
kterymikoliv geny nebo sekvencemi alel homologickych vazbovych skupin. Nebo miize
prob&hnout specifickd rekombinace. Tato je vysledkem crossing-overu uskutec¢nujiciho
se mezi homologickymi sekvencemi dvou jinak nehomologickych vazbovych skupin.
Obecnad rekombinace miZe byt intergenovd, probihajici mezi geny homologickych
vazbovych skupin, nebo intragenovd, vznikajici mezi nukleotidovymi sekvencemi alel
téhoz genu.

K obecné rekombinaci dochdzi u vSech eukaryot a to mezi virovymi genomy,
kterymi je infikovana hostitelska buiika a béhem meidzy a mitdzy.

Specificka rekombinace se tyka integrace genomu néktérych fagh a jinych virt
do chromozomu hostitelské buniky. Byla napf. popsana v souvislosti s integraci viru

HIV a dalSich retrovirti do chromozomu hostitelské bunky [26].

2.1.3. Proteiny rozrusujici extracelularni matrix
2.1.3.1. Matrixové metaloproteindzy

Matrixové metaloproteinazy (MMPs) jsou rodina vysoce konzervovanich
endopeptidaz, které¢ maji schopnost degradovat vétSinu komponent bazalni membrany.
Matrixové metaloproteindzy se prostfednictvim remodelace extracelularni matrix
(ECM) uplatituji pti procesech migrace bun¢k extracelularni matrix, prostfednictvim
zmény extracelularni matrix metaloproteindzami mohou bunky ptejit do proliferace,
apoptozy nebo morfogeneze. MMPs mohou také meénit aktivitu biologickych faktora
jako jsou rastové faktory a receptory ristovych faktord [27]. Jejich fyziologicka a
patologickd funkce se projevuje také v modulaci extracelularni matrix b&hem
embryogeneze, ovarialniho cyklu nebo pii zanétu a nemocech jako revmaticka artritida,
fibroza jater, ledvin [28]. Ugastni se také procesu degradace ECM a BM ve vztahu k
nadorové invazivit¢ [29, 30, 31]. Regulace matrixovych metaloproteindz probihd na
nékolika urovnich, na Urovni jejich transkripce, jejich aktivace a prostiednictvim
specifickych tkanovych inhibitorti metaloproteinaz (TIMPs) [27].

V soucasnosti je zndmo vice nez 28 lidskych matrixovych metaloproteindz a nové
jsou stale objevovany. Klasifikace a nomenklatura MMPs je zalozena na kombinaci
substratové aktivity in vitro, aminokyselinové sekvenci a proteinové struktute. Nékteré
matrixové metaloproteinazy zachovavaji historické ¢islovani. Typy MMPs nevazané na
membranu jsou klasifikovany podle jejich substratové aktivity: kolagenazy (MMPs 1, 8,
13 a 18), zelatinazy (MMP-2 a MMP-9), stromelysiny (MMPs 3, 10 a 11), matrilysiny
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(MMP-7 a MMP-26), makrofagova elastinaza (MMP-12), enamelysin (MMP-20),
membranové MMPs (MT-MMPs; MMPs 14-17, 24 a 25) a v soucasnosti objevené
matrixové metaloproteindzy (MMPs 19, 21, 23, 27 a 28) jsou ve skupin¢€ nezatrazené,

tabulka 2.

Tabulka 2: Pfehled matrixovych metaloproteinaz s jejich substratovou specifitou.

IMatrixové metaloproteinazy

skupina druh zkratka primdrni substrat
kolagenazy intersticialni kolagendza IMMP-1 kolagen typu L, 11, I11, VII, VIII, IX,
gelatin
neutrofilni  kolagendza  ,|MMP-8 kolagen typu I, I1, I1I
kolagendza 2
kolagendza 3 IMMP-13 aggrekan, kolagen I, II, I, gelatin
xenopus kolagendza IMMP-18
|gelatinazy |gelatindaza A IMMP-2 kolagen typu IV, V, VII, X, elastin,
fibronektin, gelatin, prokalagenaza-
3
|gelatina’za B IMMP-9 kolagen typu IV, V, elastin, gelatin
stromelyziny |str0melyzin-1 IMMP-3 kolagen typu I, Iv, Vv, IX|

kolagenaza 1, entaktin, fibronektin,)
elatin, laminin, proteoglykany

|stromelyzin-2 IMMP-10 kolagen typu III, IV, V, IX|
fibronektin, gelatin, laminin,
proteoglykany
|stromelyzin-3 IMMP-11 fibronektin, laminin, a-1-proteinase
inhibitor
matrilyziny matrilyzin IMMP-7 kolagen typu IV, elastin, entaktin,
fibronektin, gelatin, laminin,
tenascin
matrilyzin-2 IMMP-26 fibrinigen, fibronektin
elastdazy metaloelastazy IMMP-12 elastin, fibrinigen, fibronektin
metaloproteindzy MTI1-MMP IMMP-14 kolagen I, II, III, fibronektin,
membrdanového typu prokolageniaza-3, progelatiniaza A,
proteoglykany
(MT2-MMP IMMP-15 progelatinaza A
M T3-MMP IMMP-16 kolagen III, fobronektin, gelatin
IMT4-MMP IMMP-24
IMT5-MMP IMMP-25 progelatinaza A
enamelyzin IMMP-20
neklasifikované IMMP-19
metaloproteindzy (MMP-23
IMMP-27 vitronektin
IMMP-28 epilysin
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Studie jednotlivych matrixovych metaloproteinaz ukézaly zvySenou expresi
n¢kterych MMPs (MMP-2, MMP-7, MMP-9) ve tkani kolorektdlniho karcinomu.
Nékteré studie prokdzaly statisticky vyznamnou spojitost jejich exprese ¢i aktivity u
kolorektalniho karcinomu s prognézou a dalSimi klinickymi tidaji ale jiné ji popfely a
tak vztah ke stadiu onemocnéni, prognoze a dalsim klinickym zlstava nejasny [27, 32].
Nyni jsou objasiiovany rtizné role specifickych MMPs v ¢asnych stadiich onkogeneze
kolorektalniho karcinomu. Je zajimavé zminit, Ze nékolik MMPs se nachdzi na stejném
chromozémovem tuseku - 11g23. Tento region se ukazuje byt amplifikovan u né€kolika
solivnich nadort [33]. Transkripce n¢kterych MMPs, zejména MMP-7 a MT1-MMP, je
aktivovana kliCovymi onkogeny a tumor-supresorovymi geny podilejicimi se na
onkogenezi kolorektalniho karcinomu.

V soucasnosti je stfedem zajmu u Casnych stadii kolorektdlniho karcinomu uloha
metaloproteindizy MMP-7 (matrilysin), ktérd specificky stépi kolagen IV, elastin,
intaktin, fibronektin, Zelatinu, laminin a tenascin. Ukazalo se, ze jak mRNA genu pro
matrilysin, tak matrilysinova aktivita jsou ptitomny v kolorektdlnich adenomech. Bylo
zjisténo, ze absence matrilysinu potlacuje intestindlni nddorovy rist u mysi nachylnych
k obdobam lidské adenomatézni polypdzy (Min mice). V poslednich letech doslo
k objasnéni mechanismt, kterymi MMP-7 ovliviiuje Casnd stadia kolorektalniho
karcinogeneze. Matrilysin je jeden zcilovych gent, transkripéné aktivovanych,
komplexem B-catenin-tcf-4, ktery patii mezi klicové transkripcni faktory, uplatitujicich

se v Casnych stadiich kolorektalni karcinogeneze [34, 35].

Obrazek 2: Kontrolni mechanismy transkripce MMPs
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Dalsi analyzy kontrolnich mechanismt transkripce MMP-7 ukazaly, Ze transkripce
kontrolovana komplexem B -catenin-tcf-4 je dale podporovana transkripénimi faktory
PEA3 sub-family[35]. Z vySe uvedeného je vyvozovano, ze exprese PEA3 sub-family
transkripcnich faktorG spolu s hromadénim komplexu B -catenin-tcf-4 vede u
kolorektalnich adenomt k up-regulaci transkripce genu MMP-7. Znamena to, ze
transkripcni up-regulace exprese MMP-7 je kontrolovdna geny, které jsou dilezité
v ¢asnych stadiich karcinogeneze.

MMP-2 degraduje molekuly kolagenu IV, ktery je hlavni komponentou BM, déle
kolagen V, VII, X a Zelatinu [36]. Latentni proenzymova forma MMP-2 je udrzovana
cysteinovym zbytkem na N-termindlni peptidové doméné, ktery zasahuje na zinkovy
atom v katalytickém centru. Proteolytické odStépeni tohoto zbytku N-termindlni
domény aktivuje enzym [37]. ZvySena exprese mRNA MMP-2 byla nékterymi autory
zaznamenana v nadorova kolorektalni tkani oproti normdlni tkani [38, 39], jinymi
autory pozorovana nebyla [40].

Tkéanové inhibitory matrixovych metaloproteindz (TIMPs) jsou hlavnimi
endogennimi reguldtory aktivity MMPs ve tkdnich. Do soucasnosti byly nalezeny 4
tkanové inhibitory matrixovych metaloproteinaz TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 a TIMP-4
[41]. TIMP-2 se vaze specificky nekovalentni vazbou na pro-form MMP-2 [42] a
inhibuje jeho enzymatickou aktivitu. TIMP-1 reguluje aktivitu MMP-7. Bylo zjisténo,
ze zvysené exprese TIMP-1 a TIMP-2 in vivo potlacuje metastazy [43], také vSak byla
zjisténa zvySena exprese TIMP-1 v nadorové tkani [39].

U nasledujicich dvou matrixovych metaloproteindz a dvou tkénovych inhibitora
matrixovych metaloproteindz jsme se rozhodli u nadorovych linii kolorektdlniho
karcinomu a tkanovych vzorkt kolorektalniho karcinomu kvantifikovat expresi
a korelovat ji svlastnostmi a klinickymi stavy vzorki, abychom zjistili jejich
potencialni vyuziti jako nddorovych markert. Vybér jsme provedli na zaklad¢ vyse

uvedenych publikaci.

MMP-2 (72kDa, typ IV kolagendza, zelatiniza A, OMIM:*120360 genovy
lokus:16q13)

e MMP-7 (92kDa, matrilysin, PUMP, OMIM: *178990, genovy lokus:11q21-q22)
e TIMP-2 (21kDa, OMIM: *188825, genovy lokus: 17q25)

e TIMP-1 (21kDa, OMIM: *305370, genovy lokus: Xp11.3-p11.23)
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2.1.4. Geny metabolismu fluoropyrimidini
2.1.4.1. Thymidilat syntazy (TS), thymidin fosforylazy (TP) a dihydropyrimidin
dehydrogenazy (DPD) a predikce G¢innosti fluoropyrimidint

Mezi nejéastéji podavana cytostatika u mnoha nadorovych diagnoéz patii 5-
fluorouracil. Tento fluoropyrimidin se pouziva standardné pii 1é¢bé kolorektalniho
karcinomu, karcinomu Zaludku, slinivky bfisni, karcinomu anu, karcinomu prsu nebo
nadord hlavy, krku a jicnu. 5-fluorouracil je zdkladnim cytostatikem pro 1écbu
kolorektalniho karcinomu. Vyhodou je relativné omezena toxicita. Mechanismus
syntézy DNA v dusledku inhibice enzymu thymidylat syntazy (TS). Také syntéza RNA
je S5-fluorouracilem negativné ovlivnéna, nebot’ v disledku metabolizace 1¢ku dochézi k
zatfazovani 5-fluorouridin trifosfatu do nové syntetizované mRNA, coz nésledné vede
ke vzniku chyb pfi translaci.

Dalsi fluoropyrimidin, Kapecitabin, je podavén jako neaktivni, a je aktivovan az
pfeménou enzymem thymidin fosforylazou (TP) na 5-fluorouracilu.

Efekt 5-fluorouracilu nastdva teprve po intracelularni konverzi na nukleotid
fluorouridinmonofosfat (5-FUMP), kdy vznika vlastni aktivni latka, kterou je bud’
5- fluorouridinmonofosfat (FAUMP) nebo S5-fluorouridintrifosfat (FUTP). Prvni je
mohutnym inhibitorem thymidilat syntazy. Blokuje tedy tvorbu deoxythymidintrifosfatu
(kyseliny thymidilové) a tim i syntézu DNA. Druhy zobou antimetaboliti se
inkorporuje do RNA a poskozuje jeji funkci (44, 45, 46, 47).

{Fluoro} Pyrimidine metabolic pathway
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Obrazek 3: Mechanismus aktivace, detoxikace a protinadorového ucinku 5-
fluorouracilu. DPD (dihydropyrimidin dehydrogenaza), FU (Fluorouracil), Furd
(Fluorouridin), FUMP (Fluorouridin monofosfat), FUDP (Fluorouridin difosfat), FUTP
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(Fluorouridin trifosfat), NMP (nukleotid monofosfat kinaza), NDP (nukleotid difosfat
kin4za), TP (thymidin fosforylaza), FdUrd (Fluorodeoxyuridin), TK (thymidinkinaza),
TS (thymidylat syntdza), FAUMP (Fluordeoxyuridin monofosfat), FAUDP
(Fluordeoxyuridin difosfat), FAUTP (Fluordeoxyuridin trifosfat),dUMP (deoxyuridin
monofosfat), - TMP (deoxythymidin fosfat), DHF (dihydrofolat).

Odbouravani S-fluorouracilu na inaktivni metabolity je zajiStovano enzymem
dihydropyrimidin dehydrogendzou (DPD). Tento enzym je pfitomen ve zdravych i v
nadorovych buiikdch. Nedostate¢nd aktivita DPD ve zdravych bunkach zpiisobuje
vysokou toxicitu 1é€by, naopak nadmérnd aktivita enzymu pozorovanid u nckterych
nadorti vysvétluje jejich rezistenci k S-fluorouracilu. Snizend katalytickd aktivita
enzymu je zpusobena bodovymi nebo sestfihovymi mutacemi v jeho genu. Bodové
nebo sestfihové mutace v genu pro DPD zpiisobuji zdménu nékterych aminokyselin v

proteinu DPD, ¢imz dochazi ke snizeni jeho katalytické aktivity, tabulka 3 [48].

Tabulka 3: Mutace v genu DPD zptisobujici snizeni jeho katalytické aktivity

delece 295-298delTCAT, 1897delC
sestfihova mutace | IVS14+1GA
zamény G62A, T85C, A496G, C703T, G1003C(T), G1156T, G2657A, G2983T)

Cetnost mutaci v genu pro DPD je v b&Zné populaci popisovana mezi 1 - 5,8%
[49,50]. Se sniZenou expresi fyziologické varianty DPD se setkdvame bud’ jako s
nahodnym nalezem u asymptomatickych jedinci nebo jako soucésti vzacného,
autosomalné recesivniho onemocnéni, projevujiciho se neurologickymi defekty® a téz u
nemocnych, u kterych se v disledku 1é¢by fluoropyrimidiny vyskytne vyznamna, zivot
ohrozujici toxicita. Aktivita DPD je u Zen asi o 15% niZ§i neZ u muzi. Na kone¢né
pfeméné S-fluorouracilu se podili thymidin fosforyldza (TP), kterd se nachazi jak
v nddorové tak nenddorové tkani [51, 52].

Posledni studie dale prokazuji, ze vysoké nadorové koncentrace enzymu thymidylat
fosforylazy (TP) a thymidylat syntazy (TS) jsou negativnim prediktivnim faktorem
lécebné odpoveédi na S-fluorouracil a jeho derivaty[117, 118, 119]. Stanoveni exprese
DPD by mohlo ptedejit toxickym, zivot ohrozujicim komplikacim, coz je problematické

zejména u pacientt s adjuvantni 1é¢bou.

o thymidylat fosforylaza (TP, OMIM: *131222, genovy lokus: 22q13.32-qter)

e thymidylat syntaza (TS, OMIM: *188350, genovy lokus: 18p11.32)

e dihydropyrimidin dehydrogenazy (DPD, OMIM: +274270, genovy lokus: 1p22)
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2.2. Kolorektalni karcinom
2.2.1. Epidemiologie

Kolorektalni karcinom patii mezi tii nejcastéjsi naddory v celosvétovém métitku. V
civilizovanych zemich je incidence kolorektalniho karcinomu vysoka, fadi se na druhé
misto (hned za karcinom plic u muzi a karcinom prsu u zen). V zemich stfedni a
jihovychodni Evropy vyskyt kolorektalniho karcinomu dramaticky nariistd, v USA se
naproti tomu pfili§ neméni a v Asii ¢i v Africe vykazuje incidence tohoto onemocnéni

pokles [3].

Ceska republika patii v tomto onemocnéni jak v incidenci, tak v imrtnosti k zemim
s nejhorsimi vysledky. 0d roku 1960 doslo v Ceské republice k enormnimu nértistu
incidence a kolorektalni karcinom tvofi 12,1% vSech nadort u muzu a 13,7% vSech
nadord u Zen. Nartst hrubé incidence za toto obdobi byl o 341% u nadorti kolon a o
164% u nadort rekta. Jeden z faktorl, ktery téZ vyrazné ovliviluje incidenci je vék.
Incidence zac¢ina exponencidlné nartstat zhruba od 50 let véku, kdy je incidence 0,39
nemocnych na 1000 obyvatel/rok, v 80-ti pak dosahuje hodnoty 4,5 nemocnych na 1000
obyvatel/rok. Maxima dosahuje po 70 letech véku, kdy tvoti 21,2% vSech nadori u Zen,
je v tomto véku dokonce na 1.misté pted nddory prsu, a 20,2% vSech naddori u muzi, je
na 2.mist¢ za nadory plic (pokud nezahrnujeme novotvary kiize).

Podle geografické distribuce kolorektalniho karcinomu patii Plzeii-mésto a Plzeni-jih
k okrestim s viibec nejvyssi incidenci v CR, coZ v tabulce 4 doklada piehled poétu
narstu novych onemocnéni kolorektalnim karcinomem na chirurgické klinice v Plzni

v letech 1955 — 1999 [53]:

Tabulka 4: Pocet novych onemocnéni kolorektalnim karcinomem na chirurgické klinice

v Plzni v letech 1955 — 1999

Obdobi Cacolon |Carekta |Celkem
1955 -1969 | 426 397 823
1970 - 1984 | 601 532 1133
1985 -1999 | 896 1062 1958
Celkem 1923 1991 3914

V roce 2002 bylo dle udaji z Narodniho onkologického registru hlaSeno celkem
8022 ptipadu zhoubnych novotvari a novotvard in situ kolorekta, coz je 12,4%

z celkového poctu zhoubnych novotvaru. U muzl byl vyskyt ¢astéjsi nez u Zen, 4710
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piipadii novych onemocnéni. U Zen bylo hlaSeno 3312 novych onemocnéni. Pocet
zemielych muzl na kolorektalni karcinom byl v roce 2002 2460, pocet zemielych zen
na kolorektalni karcinom byl 1893. Umrtnost muzii na kolorektalni karcinom je
celosvétove nejvyssi, u Zen je umrtnost vyssi pouze v Mad’arsku [54].

Dals$im alarmujicim faktem je pocet onemocnéni zachycenych v pozdnim, tedy III
a IV stadiu. U muzl je to 45% kolorektalnich nadord a u Zen 47%. BliZsi udaje o

procentuelnim podilu jednotlivych stddii u muzl a zen jsou shrnuty v tabulce 5.

Tabulka 5: Podil jednotlivych stadii kolorektalniho karcinomu u muzi a zen v CR

Stadium | I I I 1\Y
Muzi 33% 22% 16% 29%
Zeny 34% 19% 20% 27%
Stadium | I+1I I+ 1V

Muzi 55% 45%

Zeny 53% 47%

2.2.2. Formy kolorektalniho karcinomu

Velkou vétSinu kolorektalnich karcinomt (85-90 %) tvoii onemocnéni formou tzv.
karcinomu ,,sporadického®, ktery nepatii ani k jednomu z hereditarnich syndromti. 10-
15 % onemocnéni kolorektalnim karcinomem zaujimaji hereditarni syndromy, pro které
je charakteristicky, ve velké vétsing, autozomalné dominantni typ dédi¢nosti.

Avsak i u tzv. karcinomu ,,sporadického* mizeme pozorovat rodinny vyskyt. Proto
tento typ kolorektalnich karcinomt déle rozdélujeme na kolorektalni karcinomy se
sporadickym vyskytem v pravém slova smyslu (65-75% vSech kolorektalnich
karcinomil) a sporadickym kolorektalni karcinom s rodinnym vyskytem (20-30% vSech
kolorektélnich karcinomt), které vSak nepatii k zddnému typu hereditarnich syndromd.

Hereditarni formy kolorektalniho karcinomu byvaji obvykle klasifikovany podle
dvou hlavnich skupin: s mnohoc¢etnymi adenomatdznimi polypy- polypdzni formy —
napt. Familidrni adenomat6zni polyp6za (FAP) a bez mnohocetnych adenomatoznich
polypli — nepolypdzni — zahrnujici Hereditdrni nepolypdzni kolorektalni karcinom

(HNPCC, Lynchtiv syndrom I, II).

Hereditarni nepolyp6zni kolorektalni karcinom (HNPCC, Lynchtv syndrom)
Je to nejcastéji se vyskytujici dédi€nd forma kolorektalniho karcinomu, je

autozomaln¢ dominantn¢ dédicné onemocnéni. Riziko vzniku tohoto onemocnéni je
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zpusobeno mutacemi v mismatch repair genech (MMR). Tyto geny se ucastni oprav
strukturnich chyb molekuly DNA. Fenotypovym projevem nefunkénich MMR gent je
hromadéni somatickych mutaci v nddorové tkani. Tento projev miizeme u nemocnych
s Lynchovym syndromem detekovat zjisténim zmén v mikrosatelitnich sekvencich
DNA (tzn. nestabilitu mikrosatelith /MSI/) pomoci polymerazové ftetézové reakce
(PCR). MSI mliZzeme timto zpisobem zjistit pfiblizné u 90% nemocnych s Lynchovym
syndromem. V rodindch s mnohocetnym vyskytem kolorektadlniho karcinomu se
doporucuje DNA analyza zarode¢nych mutaci MMR gentl. Nej€astéji jsou zarodecné

mutace nalezeny v hMLH1 a hMSH2 genech.

Amsterdamska kritéria pro vyber pacientii k vysetieni MMR genii [55]:

o Vrodiné jsou alespon tri pribuzni s histologicky verifikovanym kolorektalnim
karcinomem, jeden z mnich je pribuzny prvniho stupné ostatnich dvou, je
vyloucena familiarni adenomatozni polypoza.

e Jsou postizeny alespon dve po sobé jdouci generace.

e Alespon u jednoho nemocného byl kolorektalni karcinom diagnostikovan do 50

let véku.

Pokud je nalezena u nemocného nebo u jeho potomka mutace v nékterém z MMR
gend, je mozné cilené vysetfeni dalSich piibuznych, a tak u asymptomatickych jedinct
potvrdit nebo vyloucit nosi¢stvi kduzalni mutace a riziko onemocnéni Lynchovym

syndromem.

Familiarni adenomatézni polypoza (FAP)

Druhd nejcastéji se vyskytujici dédicnd forma kolorektalniho karcinomu, je
autozomaln¢ dominantné dédicné onemocnéni. U FAP se v tlustém stfevé nachazi vice
nez 100, ale obvykle nepocitatelné mnozstvi rizné velkych adenomil, jejichz velikost
kolisa od mokroskopickych rozméri do nckolika centimetr. Bez profylaktické
kolektomie vznika u téchto nemocnych ve véku kolem 40-50 let jeden nobo vice
karcinomt tlustého stfeva. Ve vSech ptfipadech je mozno prokazat vrozenou mutaci
APC genu. Pokud jedinec zdéni zarode¢nou mutaci jedné alely APC genu, ma téméf
100% riziko vzniku kolorektadlniho karcinomu. Somatickd mutace druhé alely APC
genu v bunkach stfevni sliznice vede ke ztrat¢ funkce tohoto tumor-supresorového

genu, tzv. ztraté heterozygozity, a rozvoji procesu karcinogeneze.
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Juvenilni polypo6za

Juvenilni polyp6za je charakteristicka pfitomnosti vice nezZ 5 juvenilnich polypi
v celém zazivacim traktu, Zzaludek — rektum a dale rodinnym vyskytem. Juvenilni
polypdéza détského veéku je velmi vzacnad a prognosticky nepiizniva. K smrti dochazi

v ¢asném veéku.

Juvenilni polypy

Jedna se o nejcastéjsi typ polypd u déti a mladistvych, ale prilezitostné vznikaji i u
dospélych. Obvykle jsou lokalizovany v rektu a projevujii se krvacenim. Nemocni se
solitdrnimi juvenilnimi polypy nejsou ohrozeni vznikem kolorektdlniho karcinomu a

nevyzaduji dalsi sledovani.

Peutztiv-Jeghersiiv syndrom

Je to dédi€né autozomalné dominantni onemocnéni pravdépodobné vazané na
chromozom 19. Polypy se mohou vyskytovat v celém zazivacim traktu, ale nejcastéji
postihuji tenké stfevo. Dysplastické zmény jsou v Peutzovych-Jeghersovych polypech
extrémné vzacné, ale presto se doporucuje pravidelné sledovani nemocnych a

odstrafiovani vSech polypt vétsich nez 1,5 cm.

Hyperplastické (metaplastické) polypy a polypoza

Jde o nejcastéjsi polypy u dospélych. Jsou lokalizované na vrcholcich fas, jejich
primér nepfesahuje 5 mm. Casto byvaji mnohocetné a seskupené kolem karcinomu
rekta.Vykazuji podobné histochemické reakce jako adenomy a karcinomy tlustého

stieva, ale jejich patogeneze a vyznam ziistavaji nejasné [53] .

2.2.3. Patogeneze kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom je nador, jehoz patogeneze je asi nejlépe pochopena,
vzhledem ke zndamému genetickému modelu, ktery byl navrzen jiz v r. 1990 Vogelstain
a vupravené podob¢ publikovan vr. 1996 [56]. V soucesnosti jsou znamy dveé cesty
maligni transformace bunék stevni sliznice.

Prvni zahrnuje poruchy geni reparace DNA (mismatch-repair genes), mezi nejéastéji
mutované patii geny oznacované hMLH 1 a hMSH2. Defektni reparacni systém vede k
rychlé kumulaci mutaci. Ty lze monitorovat jako kumulujici se chyby v citlivych
oblastech, kterymi jsou mikrosatelity (opakujici se identické sekvence DNA rizné dél-

ky). Mikrosatelitova instabilita (MSI) je markerem poruchy genli zodpovédnych za
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vyskyt replikacnich chyb a mutaci. Mikrosatelitovou instabilitu nalézame piedevsSim u
hereditdmé podminénych forem nepolypo6znich kolorektalnich adenokarcinomt a asi u
10-15 % ptipadh sporadickych karcinomti [56].

Druhd cesta ¢i molekularni mechanismus kolorektalni kancerogeneze je
charakterizovan celkovou instabilitou genomu. Ta zahrnujice postupné mutace vice
funkéné odliSnych genl, kterd vedou pfedevS$im k nerovnovaze mezi proliferaci,
diferenciaci a zanikem bunck. Zndma je sekvence poruch v protoonkogenu K-ras a
supresorovych genech APC (adenomatous polyposis coli), DCC (deleted in colorectal
carcinoma) a p53. Dusledkem deregulace nebo mutace klicovych gend kontrolujicich
bunécny cyklus a zanik bunék apoptoézou je nakonec riistova dysbalance, kterd vede k

nadorovému rastu [58].

Vyvoj kolorektalniho karcinomu probiha v téchto fazich [3]:
-normalni epitel
-,.field defekt™ — ptfedstavuje inicidlni prekancer6znim zménu sliznice tlustého stfeva
charakterizovanou profilaci a odchylnou diferenciaci epitalu krypt. Béznym
histologickym vysetfenim jej nelze od normalni sliznice odlisit, lze jej vsak odlisit
vySetienim imunohistochemickym.
-loziska aberantnich krypt — odpovidaji skupinam strukturdln¢ a cytologicky odlisnych
krypt. Pocet krypt znacné kolisa. Epitel krypt miZe byt normalni, hyperplasticky nebo
dysplasticky a rozliSuji se podle toho 3 typy lozisek aberantnich krypt — typicky,
hyperplasticky a mikroadenomy.

-adenom s nizkym rizikem maligniho zvratu

-adenom s vysokym rizikem maligniho zvratu

-maligni zvrat adnomu (adenokarcinom v adenomu)

-adenokarcinom

-metastazujici adenokarcinom

Nejcastéjsi predisponujici zmeény jsou:

- Adenomatozni polypy jakékoliv etiologie: k malignimu zvratu dochazi ve 30 — 50 %
pfipadt a jeho riziko zavisi na velikosti a histologickém typu polypl. Nejvyssi je u
- Ulcerézni kolitida: maligni zvrat je Casty a pravdépodobnost stoupa s délkou trvani
onemocnéni — po 20 letech 5%, po 25 letech 12%. Pti pankolitidé je pravdépodobnost

vznilku malignity az 35%.
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- Crohnova choroba: maligni zvrat je méné Casty nez u ulcerdzni kolitidy a byva
vétSinou v postizenych Usecich stfeva. Muze se vyskytnout téZ tumor metachronni, ¢i
v jizvé po predchazejici operaci.

- Predchazejici karcinom: znamena zvysSené riziko vzniku nové malignity. Rizikové pro

tumor sigmatu je té€z pfedchozi ozafeni malé panve pro nadorové onemocnéni [3].

2.2.4. Klasifikace nadori kolonu a rekta — grading, staging
Anatomické déleni

Dle kritérii Union Internationale Contre le Cancer (UICC) je anatomické déleni

nasledujici:

Kolon: Rektum:

apendix (C18.1) rektosigmoideum  (C19)

cékum (C18.0) rektum (C20)
vzestupny tracnik(C18.2) fit’ a fitni kanal (C21)
hepaticka flexura (C18.3) fitni kanal (C21.1)
pricny traénik  (C18.4) kloakogenni zébna (C21.2)
lienarni flexura (C18.5) 1éze presahujici rektum,
sestupny trac¢nik (C18.6) fit’ a fitni kanal (C21.8)

sigmoideum (C18.7)

Staging

Pro urcovani klinického stadia bylo vypracovano mnoho systémti. Zakladem vétSiny
téchto klasifika¢nich systémil tvoii stupeil penetrace nadoru stfevni sténou, stupeii
postizeni regionalnich uzlin a pfitomnost ¢i nepfitomnost vzdalenych metastaz.
Nejstarsim a jednim z nejpouzivanéjsich je Dukesova klasifikace, ta ve své novéjsi verzi
de€li pacienty do stadii A-D. DalSim nejpouzivanéjSim systémem je TNM klasifikace,
ktera pouziva déleni do stadii I-IV, pfi¢emz pokud tyto dvé klasifikace porovname, pak
jednotliva stadia Dukesovy klasifikace odpovidaji stddiim v TNM klasifikaci. Dle
doporuéeni Ceské gastroenterologické spole¢nosti je v Ceské republice oficielné uznana

TNM klasifikace.

Dukesova klasifikace:
A: tumor neprorusta muscularis propria
B: tumor prortista muscularis propria

C: postizeni regionalnich uzlin
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D: vzdalené metastazy

TNM klasifikace:
(TNM= klinicka, pTNM= patologicka)
I tato klasifikace je zalozena na posouzeni rozsahu primarniho tumoru (T), postizeni

lymfatickych uzlin (N) a pfitomnosti vzdalenych metastdz (M).

Stadium 0:  Tis, NO, MO

Stadium I: T1 nebo T2, NO, MO
Stadium II: T3 nebo T4, NO, MO
Stadium III:  jakékoliv T, N1-3, MO
Stadium IV: jakékoliv T nebo N, M1

Primarni tumor (T):

TO: primdrni tumor nenalezen

Tis: karcinoma in situ neproristd mukozu

T1: tumor pronika submukozu

T2: tumor pronikd muscularis propria

T3: tumor pronikd skrze muscularis propria do subserdzy nebo do neperitonealizované
perikolické ¢i perirektalni tkané

T4: tumor pronika visceralnim peritoneem nebo piimo do okolnich organt a struktur

TX: primarni tumor nemiize byt detekovan

Postizeni regionalnich lymfatickych uzlin (N):

NO: bez metastdz v regionalnich uzlinach

N1: 1-3 metastazy v perikolickych nebo perirektalnich lymfatickych uzlinach

N2: metastazy ve 4 nebo vice perikolickych a perirektalnich lymfatickych uzlinadch
N3: metastazy v uzlinach podél cévnich struktur

NX: regionalni lymfatické uzliny nemohou byt posouzeny

Vzdalené metastazy:
MO: vzdalené metastazy nejsou pfitomny
M1: vzdalené metastazy jsou pfitomny

MX: pfitomnost vzdalenych metastdz nemiize byt posouzena
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Histopatologicky grading:

Jde o vyjadieni stupné diferenciace nddorovych bungk.
G1: dobte diferencované tumory

G2: sttedn¢ diferencované tumory

G3: malo diferencované tumory

G4: nediferencované tumory

GX: grading nemtiZe byt stanoven

Rezidualni nddor:
RO: zadny rezidualni nador
R1: mikroskopicky rezidudlni nador

R2: makroskopicky rezidualni nador

Histopatologicka klasifikace karcinomii:

Histologicky se z 95% jedna o adenokarcinom s riiznou intenzitou produkce hlenu.
Dle mikroskopického obrazu se dé€li na nésledujici histologické typy:

1) tubularni adenokarcinom

2) mucindzni karcinom

3) karcinom z prstencitych bunck

4) adenoskvamdzni karcinom

5) medularni karcinom

6) nediferencovany (anaplasticky)karcinom

[53, 59, 60]

2.2.5. Nadorové markery kolorektalniho karcinomu

Nadorové markery jsou molekuly pfitomné v nddoru nebo produkované nadorem
nebo hostitelem jako odpovéd na ptitomnost naddoru. Tyto molekuly se u zdravého
jedince bud’ viibec nevyskytuji anebo se vyskytuji v podstatné nizsi koncentraci, nez je
tomu v pfipad¢ pritomnosti nadoru [61]. VétSinou se predpokladd korelace mezi
koncentraci markeru a aktivni hmotou néadoru, a proto jsou nadorové markery
uziteCnym nastrojem v péci o nemocné s nddorovym onemocnénim. Markery, dostupné
pro vétsinu piipadl nadort, jsou pomocné a hodnotné néstroje pro hodnoceni prognozy
pacientli, depistdz a monitorovani 1écby, zatimco pro screening jen vyjimecné. Pii
meieni koncentraci markertit je nutné kromé absolutnich hodnot a hodnot cut-off

zohlednovat také relativni trendy [62].
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Nadorové markery jsou molekuly pfevazné proteinového charakteru, jejichz vyskyt
ve tkéni zhoubného nddoru (celularni nadorové markery) a v télnich tekutindch
(humoralni nadorové markery, cirkulujici markery) souvisi s ristem nadoru
v organismu. Jsou produkovdny bud’ samotnym nddorem (antigeny asociované s
nadorem), nebo jinymi tkdnémi jako odpovéd na maligni proces v organismu

(indukované nadorové markery, napft. proteiny akutni faze).

Podle biologického charakteru a ptivodu lze rozdélit cirkulujici markery na:

* Monoklonélni imunoglobuliny ¢i jejich fragmenty - Bence-Jonesova bilkovina.

* Prekurzory normalnich antigend, napiiklad latek tvoficich krevni skupiny (CA 19-9,
CA 50, CA 195, CA 242).

* Hormony (humdnni beta choriogonadotropin (beta hCG), parathormon (PTH),
kalcitonin.

* Enzymy (prostatickd kysela fosfataza-PAP, prostaticky specificky antigen-PSA,
neuronspecificka enoldaza -NSE).

* Onkofetalni antigeny (alfa fetoprotein AFP) karcinoembryonalni antigen CEA).

* Hybridomové muciny (CA 15-3, MCA, CA 549, CA 125, CA 72-4).

* Cytokeratinové (CYFRA 21-1, TPS, TPA).

Pro svoji vysokou senzitivitu u kolorektdlniho karcinomu (71%) je jednim

z nejcasteji pouzivanych markert Karcinoembryonélni antigen.

Karcinoembryondini antigen (CEA), neboli CEACAM 5 (carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion molecule 5)

CEA, popsany r. 1965 [63], patii k nejdéle stanovovanym nadorovym markertim. Je
to onkofetalni protein s pravdépodobnou roli v procesu bunécné adheze. Za
fyziologickych podminek je CEA produkce pozorovana ve vyvijejicim se embryu, kde
je syntetizovany v epitelidlnich buiikach, a to piedev§im na jejich membranach. Ve
fetalnim séru je prokazatelny od 8 tydne t€hotenstvi. V dospelém véku je syntetizovan
v minimalnim mnozstvi epitelidlnimi bunikami stfevni sliznice, zaludku a bronchd. Z
benignich onemocnéni je zvySena koncentrace CEA v séru (a produkce pfislusnou
tkani) detekovana predev§im u nemocnych sjaterni cirh6zou, s hepatitidou, zanétlivym
onemocnénim pankreatu, s Crohnovou chorobou, ulcerézni kolitidou. Rovnéz nékterd
benigni onemocnéni mlécné zldzy mohou syntetizovat tento antigen (fibroadenomy,

fibrocysticka choroba). CEA se nachazi predevsim ve tkani nadort karcinomu tlustého
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stteva a konec¢niku. Z dalSich nadort GIT je CEA produkovan nadory Zaludku,
pankreatu, jicnu a zlu¢ovych cest.

Lidska CEA genova rodina sestava z 29 genl umisténych na chromosomu 19 [64], z
nichz 18 je aktivné transkribovano [65]. Molekulovd hmotnost je 180-200 kDa. Na
polypeptidovy fetézec, ktery je tvoren sedmi Ig doménami zakotvenymi na povrchu

bunky fosfatidylinositolovou vazbou, jsou navazany sacharidové fetézce [66, 67].

Antigen CA 19-9
CA 19-9 patii k tumor-asociovanym antigenim definovanym na podkladé

monoklonalnich protilatek, patii také k onkofetdlnim antigentim.

Specificka protilatka odpovidd modifikované determinanté krevnich skupin typu
Lewis. Jeho vyskyt je charakteristicky pro adenokarcinomy pankreatu, zaludku, tlustého
stieva, jater a vybranych gynekologickych nadort. Stanovuje se Casto v kombinaci s
CEA. Molekula CA 19-9 se vyskytuje jako glykolipid ve tkdni nebo mucin v séru,
molekulova hmotnost je asi 36 kDa (lipid), event. vyrazné vy$si (mucin). Uloha CA 19-
9 je dosud nezndma. Vzhledem k asociaci mezi nespecifickym zvySenim néckterych
adheznich molekul a CA 19-9 v séru neni vyloucena jeho mozna vazba jako ligand
napt. na E-selektin [68]. In vitro byla rovnéz prokazana vazba CA 19-9-epitopu na
cytokeratin 8. Pfitomnost takto vazaného cytokeratinu koreluje se zvySenou invazi vitou
in vitro i in vivo [69].

Imunohistochemické vySetfeni prokazalo pfitomnost tohoto antigenu pfedevS§im v
malignich onemocnénich stfedné a dobte diferencovanych karcinomi pankreatu, kde je
lokalizovany apikalné na epiteliich vystylajicich zldzové vyvody, i v hlenu uvnitf
zlazovych vyvodu. Dale je produkovan dalsimi nadory GIT, z gynekologickych nadort
pfedevS§im u mucindznich ovaridlnich tumort. U kolorektdlniho karcinomu ma

senzitivitu 18-58%.Jeho polocas v cirkulaci je asi 5 dni.

Antigen CA 72-4 ma diagnostickou senzitivitu u kolorektalniho karcinomu 20-41%.
Stanoveni CA 72-4 je zalozeno na detekci antigenu TAG 72 glykoproteinového typu
determinovaného monoklonalnimi protilatkami. Antigen TAG 72 (tumor-asociovany
glykoprotein TAG 72) je definovany na podkladé¢ monoklonélnich protilatek [70, 71]. Je
to mucinovy komplex o molekulové hmotnosti vétsi nez 10° Da. Za fyziologického

stavu jej predevsim produkuje vyvijejici se plod, a to v povrchovych epitelech zaludku,
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jicnu a pankreatu. Stopové mnoZzstvi CA 72-4 bylo prokdzano rovnéZz u dospélych v
tkanich plic, v gastrointestinalnich a r eproduktivnich organech. Vysoky obsah CA 72-4
v dospélosti vykazuji predev§im maligni nadory zaludku, stfeva, pankreatu, mlé¢né
zlazy a nékterych nadorti ovaria (mucindzni typy). Biologicky polocas dosud nebyl
urcen.

Tkéanovy polypeptidicky antigen (TPA) a tkdnovy polypeptidicky specificky antigen
(TPS)

Tkanovy polypeptidicky antigen (TPA) byl prokdzan Bjorklundem jako antigen
epitelidlnich bunék karcinomti. Je to polypetid, jehoz struktura odpovidd smési
fragmentl cytokeratind [72]. Byl prokdzan ve vét§iné karcinomu, klidova zdrava tkan
jej neobsahuje. Jeho vyskyt je vSak spojen s rychle se mnozicimi epitelialnimi bunikami
plodu. Pfitomnost TPA v séru u nemocnych s vyraznou proliferaci maligniho nadoru
vedla zpocatku k predstavé jeho piimé vazby s procesem proliferace. Dalsimi
experimenty bylo prokézano, Ze jeho vyskyt v séru je vdzan na rozdil od diferencia¢nich
antigenu spiSe bunécnou aktivitou nez s objemem nadorové hmoty. Tato aktivita miize
reflektovat nejen proces déleni bungk, ale 1 apoptézu, ev. degradaci tkan¢ a nekrozu.

Antigen s velice podobnou charakteristikou, definovany na podklad¢ dalsi

monoklondlni protilatky, byl nazvan TPS (tkanovy polypeptidicky specificky antigen).
Dalsimi experimenty byly definovany typy cytokeratind, jejichz fragmenty se uvoliuji
do séra.
Antigen TPA, determinovany plvodni polyklonalni protilatkou, je polypetid, ktery
odpovida solubilnim fragmentim cytokeratinii. Molekulova hmotnost téchto fragmentt
je asi 40 kDa. Protilatky proti TPA reaguji proti cytokeratinim 8, 18 a 19.
Imunohistochemicka nebo kvantitativni analyza tkanového TPA (TPS) dosud nevedla k
jednoznaénym zavérim o jeho tloze, coz odpovidd ziejmé slozitému procesu
fragmentace této cytoskeletami slozky a jeji roli pfi bunécném déleni.

Fyziologicky je TPA (TPS) produkce pozorovana v trofoblastu placenty. Lze jej
prokazat i v intenzivné se délicich epiteliich rliznych orgdnd vyvijejiciho se plodu. Je
nalézan v malych koncentracich i ve tkdni mo¢ového méchyte, mlééné zlazy, plic a
traviciho traktu zdravych dospélych. Je pfitomen ve tkani malignich nadort. Polocas

TPA je asi 7 dni.
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Thymidinkinasa (TK)

Thymidinkinsa (TK), neboli plnym nazvem ATP:thymidin-5'-fosfotransferasa (EC
2.7.1.21), je ptesné definovany enzym, patii k enzymim syntézy DNA, které jsou
charakteristické pro proliferujici tkan. V GI/S fazi bunééného cykluje zvysSena aktivita
fetalniho cytoplasmatického izoenzymu TK.

TK katalyza spoc¢iva v pfeméné thymidinu na thymidin-5'-fosfat v pfitomnosti ATP.
Thymidin-5' fosfat je pak pomoci ATP dale fosforylovan az na thymidin-5 '-trifosfat,
ktery je pouzit pro syntézu DNA. Tato reakce doplituje piimou cestu "de novo" syntézy
deoxynukleotidl, kdy vznik4 thymidin-5'-fosfat methylaéni reakci za Gcasti methylen-
tetrahydrofolatu z deoxyuridin-5'-fosfatu. TK pouziva jako substrat exogenni thymidin

z potravy nebo endogenni thymidin uvolnény jako degradac¢ni produkt. TK patii tedy
mezi enzymy zachranné (ndhradni) cesty syntézy deoxynukleotidi a DNA (podobné
jako hypoxanthin-guanin-fosforibosyltransferasa nebo adenin-fosforibosyltransferasa).
Jde tedy o intraceluldrni enzym ,zvlastniho urceni”, za fyziologickych podminek
probiha jeho syntéza predevsim v jatrech béhem vyvoje plodu, po porodu se syntéza
zpomaluje [73].

Patologicky se nachazi v rychle proliferujicich tkénich a z téchto tkani se dostavé do
cirkulace. = Intenzivni produkce je pozorovdna pfedev§im u onemocnéni s
generalizovanou zvysenou proliferaci a u hematologickych malignit [74, 75]. ZvySena
produkce TK je typickd rovnéz pro néktera virova, zanétliva a revmatickd onemocnéni.

Biologicky polocas je asi dva dny.

2.3. Méreni genové exprese

Biologické pochody vcetné¢ zdkladni bunécnych déji jsou realizovany zejména
faktory proteinové povahy. V buiice miizeme tyto faktory studovat na tfech trovnich:
Na trovni genu (tedy genomové DNA), na urovni genového transkriptu (RNA) a na

urovni vlastniho proteinu.

2.3.1. Studium proteomu

Protoze kone¢na funkce kazdé buiky, tkané i celého organismu souvisi s piitomnosti
souboru funk¢nich proteinti (reakce probihajici diky enzymiim, regulace déju, atd.),
sméefuje vyzkum této urovné genové exprese k prukazu funkéniho proteinu. Védni obor,
ktery teSi tuto problematiku, se nazyva proteomika. Nazev je odvozen od slova

proteom, coz je analogie vyrazu genom. Termin ,,proteom" byl zaveden v roce 1994
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Marcem R. Wilkinsem pro oznaceni veSkerého proteinového produktu koédovaného
genomem. Mezinarodni organizace HUPO (Human Proteom Organisation) formulovala
cile proteomiky jako identifikaci vSech proteinii kddovanych lidskym genomem s
naslednym stanovenim a) jejich exprese v riznych bunikach daného organismu, b) jejich
subcelulami lokalizace v rtiznych organelach, c) jejich posttranslacnich modifikaci, d)
jejich vzajemnych interakci a e) vztahu mezi strukturou a funkci (posledni oblasti se

zabyva oblast strukturni genomiky) [76].

2.3.2. Studium genomu

Soubézné s proteomikou existuje obor genomika, ktery studuje genomy rtznych
organismi, to znamena veskerou dédi¢nou informaci daného organismu. Genomika je
obor, jehoz cilem je stanovit Gplnou dédi¢nou informaci organismu a interpretovat ji v
terminech zivotnich pochodd. Prvni kompletni genom (DNA bakteriofaga (pX174) byl
analyzovan v Sangerov¢ laboratofi v Cambridge v roce 1977 [77], poté nasledovaly
mnoh¢ dal$i genomy, aZz v roce 2001 byla ohlaSena ptedbézna sekvence lidského
genomu, realizovand v projektu HUGO (Human Genom Organisation) [78]. Spojeni
genetické informace s onkologickou problematikou se zabiva projekt nazvany ,,The
Cancer Genom Projed" [79]. Pouze 3% genomové DNA eukaryot nese informace pro
strukturu proteinti. Ostatni DNA pfedstavuje jednak regulacni sekvence, ale u vétSiny
DNA nezname funkéni vyznam. Obvykld struktura konkrétniho genu je takova, ze
koédujici DNA (tzv. exony) je rozlozena v nadbytku nekodujicich sekvenci (introntl),
pricemz pii genové expresi dochazi k prepisu genu do podoby RNA v plném rozsahu a
teprve potom dojde k sestfihu RNA transkriptu do podoby definitivni mRNA tim, ze
introny jsou odstranény a exony spojeny. Pro rozliSeni a lokalizaci genu a jeho vSech
soucasti je zpravidla tfeba nejprve najit prislusnou mRNA (v podobé cDNA kopie),
urCit jeji sekvenci a porovnat alesponn s ¢asti skute¢né aminokyselinové sekvence
proteinu. Pak je mozné pfistoupit k hledani této sekvence v genomové DNA, kde se
obvykle najde rozloZena na c¢asti, tj. na exony. Pak nésleduje analyza regulacnich
sekvenci (promotéru, enhancerti, terminatord, poly-A signald, aj.).

Znalost genomu jiZz dnes umoziuje studium mutaci a variaci (SNP), zodpovédnych

za nejriznéj$i onemocnéni.

2.3.3. Studium transkriptomu
Pro propojeni studia genomu a proteomu je nezbytné ziskat informace o souboru

vSech molekul RNA, jejichz celkovy vycet pro dany organismus nese nazev
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transkriptom. Analyzou transkriptomu rozumime analyzu souboru vSech RNA
vzniklych transkripci DNA v dané tkdni a v daném case. Transkriptom piedstavuje
aktivni ¢ast genomu, ktera charakterizuje chovani buiiky v dany moment. Pravé znalost
genomu umoznuje pomérné¢ snadnou orientaci v tom, které geny jsou momentalné
exprimovany. Vedle toho je diilezita 1 kvantitativni stranka genové exprese RNA, kterd
pfedstavuje informaci o intenzit¢ genové exprese, tedy ¢astecné informaci o mnozstvi
produkovaného proteinu (na jeho mnozstvi maji déale zésadni vliv posttranslaéni
upravy).

Zakladnimi pfistupy pfi studiu transkriptomu, tedy riznych mRNA jsou izolace
celkové RNA, izolace mRNA a reversni transkripce, tj. enzymovy piepis RNA do
podoby cDNA (kopirované DNA), coz znamena stabilizaci této struktury, protoze RNA
je velmi citlivd k vSudypfitomnym ribonukleasam a nelze ji dlouhodobé uchovavat.
cDNA lze navic ligovat do nejriznéjSich vektorti a klonovat. Rovnéz tak lze cDNA
amplifikovat metodou polymerasové fetézové reakce (PCR - polymerase chain

reaction), coZ je nejpouzivanéjsi technika pro detekci specifickych sekvenci.

2.3.4. Kvantitativni analyza transkripce

Rada bunéénych pochodt (¥idicich prezivani, rist, diferenciaci) probih4 na zakladé
kompetice riznych faktori, kterd je dana nejen jejich kvalitativni pfitomnosti ale i
kvantitativni. Vysledkem jsou pak dalS$i bunénd rozhodnuti projevujici se zméndmi
genové exprese, a to opét jak po strance kvalitativni, tak po strance kvantitativni. Proto
jak pro objasiiovani bunécnych déju zakladnim vyzkumem, tak pro ucely praktické
mediciny (pfi monitorovani 1ékové resistence [80] stanoveni stadia choroby (tumoru)
molekularnimi markery [81] pii detekci virovych [82] pathogenii vznikla potfeba

kvantifikovat hladiny RNA.

Jedna zprvnich metod kvantitativniho stanoveni RNA se pouzivala metoda
»horthern blotting" pfeneseni a nésledné ukotveni RNA na membranu, ktera byla
vyuzivéana téz jako metoda semikvantitativni, dale byly k dispozici rizné formy ,,RNase
protection assay" a metoda zvana ,,primer extension" [83].

Do doby zavedeni PCR v redlnem case byla kompetitivni PCR, nazyvana t¢z PCR
s exogennim standardem, povazovana za jednu z nejlepSich variant kvantitativni PCR.
Pro kvantifikaci gent se provadi v kombinaci s reversni transkripci [84]. Spociva
v sérii PCR reakci, v nichz dva templaty soutézi o stejné primery. Jeden templat je
o neznamé koncentraci (stanovovany), druhy je standard (kompetitor), jehoz

koncentrace se v serii zkumavek méni. Standard se od stanovovaného amplikonu lisi



2. Prehled dosavadnich znalosti 43

délkou, avSak ne diametralné. V sérii fedéni rtiznych koncentraci standardu v PCR
reakcich se pak hledal standard o stejné intenzité produktu na elektroforetickém gelu,
jako stanovovany templat. Tuto koncentraci standardu nazyvdme bodem ekvivalence.
Za ptedpokladu stejné ucinnosti PCR pro cDNA vzorku i standardu mzeme usuzovat
na koncentraci templatu ve vzorku, ktera by méla byt v bod¢ ekvivalence identicka
s koncentraci standardu [84].

Ziejmé nejlepSi metodou kvantitativni PCR je polymerasova fetézova reakce v
redlném case (real-time PCR, Q-PCR). Koncem devadesatych let se na trhu objevil
ptistroj Light Cycler firmy Roche umoziujici monitorovani DNA syntézy v prub¢hu
reakce. Nésledné s podobnymi piistroji pfisla fada dalSich firem (Rotorgene 2000 firmy
Corbett Research, ABI Prism 7700 firmy Perkin Elmer, iCycler firmy BioRad). Tyto
pfistroje umoznuji méfeni mnoZstvi nasyntetizované DNA po kazdém PCR cyklu. Diky
tomu monitorovani reakce lze zjistit, v kterém momentu se rozbiha exponencialni néartst
tvotené DNA, a protoze bylo prokazano, ze pocet cykli nutnych k nébchu
exponencialni faze je funkci po¢tu DNA templat na pocatku celého déje, 1ze pocatecni
koncentraci snadno vypocitat. Vyvoj téchto revolu¢nich metod byl spise firemni nezli
akademicky, takZe je obtizné citovat plivodni autory, nicméné tato problematika je
shrnuta v pehlednych publikacich [85, 86].

Tyto pfistroje umozinuji rizné ptistupy v méfeni amplifikované DNA, avSak vSechny
jsou zalozené na fluorescencnich metodach. Zakladni a nejjednodusi technika pouziva
fluorescencéni barvivo SYBR-green [87], které ma nizkou fluorescenci, pokud je volné v
roztoku, avSak vykazuje vysokou fluorescenci po interkalaci do dvouvldknové DNA.
Na konci kazdého polymera¢niho kroku PCR reakce (72°C), tak lze méfit celkové
mnozstvi DNA ve vzorku. Nevyhodou je oznaceni i nespecifickych produktii PCR,
kterd lze vSak odlisit naslednou denaturacni analyzou. Tento problém feSi pouziti
primert se pouzije dal§i oligodeoxynukleotid (,,TagMan* sonda), kterd nese jednak
fluorescen¢ni znacku a zaroven skupinu pohlcujici fluorescenci (zhase¢ -,,quencher").
Tato sonda po hybridizaci na templat stoji v cesté probihajici syntéze DNA a je proto
polymerasou hydrolyzovédna (polymerasa musi mit 5'—3' exonukleasovou aktivitu). Po
degradaci sondy se ob¢ funkcni skupiny od sebe vzdali, coz se projevi vzestupem
fluorescence. Dalsi podobnou metodou jsou FRET (Florescent energy transfer) sondy.

Jsou tvofeny dvémi oligonukleotidy, které¢ jsou od sebe vzdaleny 2-3 nukleotidy.
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Jednim s fluorescencni znackou, ktera emituje urcitou vinovou délku a druhym s
fluorescencni znackou, ktery tuto emitovanou vinovou délku transformuje na jinou,
detekovanou piistrojem. Cim vice je ve vzorku piitomno specifickych temlati, tim vice
sond je s nimi hybridizovano a tim je siln&jsi signél detekovan ptistrojem.

Existuje jest¢ tada dalSich technik, které pracuji na podobnych principech
fluorescence a jejiho zhéasSeni (,,molecular beacons", ,,Scorpions sondy" aj.). Tyto
metody jsou vyuzivany ve vyzkumu, v mediciné humanni i veterinarni (hlavné detekce
patogentl), v zemédélstvi a potravinafstvi (detekce patogenli a genové manipulovanych
organismi a jejich kvantifikace).

Metodou ur¢enou ke kvantifikaci genové exprese velkého mnozstvi genil je metoda
DNA - ¢ipti (DNA-microarrays). Izolovana RNA se reversné transkribuje na cDNA,
zaroven se cDNA oznaci fluorescencni znackou. Znacend cDNA se pak hybridizuje s
DNA-Cipem, coz je membrana nebo sklo se zakotvenymi specifickymi
oligodeoxynukleotidy, a to v poctu aZ mnoha tisic na jednom Ccipu. Nésleduje
piistrojové vyhodnoceni mnozstvi fluorescence v jednotlivych sektorech, coz odpovida
expresi piislusnych gend. Sir§imu pouZiti zatim brani vysoka cena vyhodnocovaciho
zafizeni, 1 cena Cipu jako takovych. Metoda je pfevratna mnoZzstvim analyzovanych
gend, zatim vSak nepfinesla jednoznacné vysledky. V soucastnosti se v onkologickém
vyzkumu spise pouziva pro ,hrubé*“ urené exprese a selekci potencialné vyznamnych

genu, které se pak kvantifikuji metodami real-time PCR.

2.3.5. Principy polymerasové retézové reakce (PCR) a dalSich metod genového
inZenyrstvi

PCR je velice citlivd metoda, kterd dokaze amplifikovat a prokazat pfislusSnou DNA
sekvenci i z velmi malého mnozstvi pivodnich molekul (teoreticky jen z néckolik
ptvodnich DNA molekul). Sledovani exprese genti na urovni mRNA se nejCastéji
provadi metodami zaloZenymi pravé na polymerdzové retézové reakci (PCR). Princip
spociva ve vizualizaci signalu specifickych olikonukleotidi, jejichz sekvence specificky
odpovida sekvenci sledovaného genu. Timto zpisobem lze sledovat, zdali je sledovany
gen aktivni ¢i ne, nebo v pfipad¢ kvantitativni PCR, jaka je jeho aktivita vici jinému
genu (relativné) nebo jaky pocet kopii genu se nachazi ve vzorku (absolutn¢). Metodami
zalozenymi na PCR se také sleduji zmény v kvalit¢ DNA, tzn. jedno ¢i vice bodové

mutace, delece, inzerce.
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PCR je metoda in vitro amplifikace specifickych usekii molekul DNA. Princip
vychazi zpochodi vlastnich molekule DNA a probihajicich pfi jeji replikaci,
uzpusobenych podminkdm in vitro. Dochazi k amplifikaci tseku molekuly DNA
ohrani¢ené¢ dvéma primery, kterd probiha ve tfech krocich: denaturace DNA (dochazi
k rozestupu vldken dvousroubovicové molekuly DNA), hybridizace primera (primery,
syntetické oligonukleotidy, se pfipojuji ke komplementarni sekvenci jednoho z fetézcli
templatové DNA) syntéza novych vldken (termostabilni DNA polymerdza prodluzuje
primery a syntetizuje tak dle templatu nové vlakno). Tyto kroky se cyklicky opakuji
20-40x. Vysledkem PCR je vytvofeni dostate¢ného mnozstvi kopii sledované sekvence
DNA pro analyzu nebo dalsi zpracovani. Analyza produkti PCR se nejcastéji provadi
elektroforeticky v agar6zovém nebo polyakrylamidovém gelu. Porovnanim sledovanych
fragmentii DNA se standardou Ize urcit délku fragmentd, a tim ovéfit jeho spravnost.
Zakladni PCR (vySe popsanou) lze indentifikovat také vyskyt kratkych deleci a
inzerci. Polymorfismus délky restrikcnich fragmentii (RFLP): fragment PCR, u které¢ho
hleddme sledovanou mutaci nebo polymorfismus, tvoii zéklad pro S§tépeni restrikéni
endonukledzou (enzymem Stépicim dvouvldknovou DNA ve specifickém misté). Zmeéna
sekvence v misté Stépeni restrikéni endonukledzou zabranuje enzymu DNA rozstépit.
Analyzou produktii St€épeni ur¢ime pfitomnost mutace.

SSCP (Single Strand Conformation Polymorphism ) umoziiuje hledani malych zmén
v sekvenci DNA (napi. bodovych mutaci). PCR fragment sledovaného genu je
denaturovan. Pokud jednovlaknova DNA sledované¢ho genu obsahuje mutaci, zaujme
jinou konformaci (prostorové uspoiddani) nez jednovldknova DNA referencniho
fragmentu. Tato odliSna konformace se projevi odliSnou pohyblivosti pfi elektroforéze
v nedenaturujicim polyakrylamidovém gelu.

DGGE (Denaturing Gradient Gel Electroforesis) je dalsi metoda umoziujici hledani
malych zmén v sekvenci DNA. PCR fragment sledované¢ho genu je denaturovan a
reasociovan s referenénim DNA fragmentem. Pokud sledovany gen obsahuje mutaci,
heteroduplexy (fragmenty vzniklé reasociaci sledovaného genu a referencni DNA)
obsahuji nesparovany usek (mutace), ktery se detekuje elektroforeticky
v polyakrylamidovém gelu s gradientem denaturacni latky. Ovéteni specifity produktu
PCR, restrikéniho fragmentu nebo urceni pfitomnosti konkrétni sekvence DNA
umoznuje Southern blotting s naslednou hybridizaci se znacenymi sondami. Fragmenty
DNA jsou nejprve elektroforeticky rozd€leny v agar6zovém gelu a pieneseny na
nitrocelul6zovou nebo nylonovou membranu. Takto imobilizované fragmenty DNA se

hybridizuji znaCenymi sondami o zndmé sekvenci. Pokud je na membrané pfitomna
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sekvence komplementarni k sekvenci DNA sondy znacené napt. radioaktivné, vaze se
sonda na tuto sekvenci. Autoradiografickou detekci ziskdme zdznam v misté navazani
sondy.

Sekvenovani umoznuje ur¢eni primarni struktury (potradi deoxynukleotidit) molekuly
DNA. Nejcastéji se provadi Sangerovou enzymatickou (dideoxynukleotidovou) metodou.
Sekvenuji se fragmenty do 500 parh bazi, delSi fragmenty se sekvenuji postupné po
kratSich usecich.

Zakladem metody je PCR reakce probihajici ve 4 oddélenych smésich. Kazda
obsahuje navic jeden typ modifikovaného deoxynukleotidu, ktery ukonci syntézu
nového vlakna v misté¢ jednoho typu deoxynukleotidu. Po elektroforetické analyze
v polyakrylamidovém gelu a autoradiografii ziskdvame obraz ¢ty pruht, z nichz kazdy
tvoii fragmenty zakoncené jednim ze ¢tyi modifikovanych deoxynukleotid. Odectenim
fragmenti liSicich se o jeden deoxynukleotid nam typ modifikovaného deoxynukleotidu
fikd primarni strukturu sekvenovaného fragmentu. Modernéjsi metody pouzivaji
modifikované deoxynukleotidy znacené odliSnymi fluorescenénimi barvami. Vysledna
sekvence DNA fragmentu je odectena v jedné draze gelu na automatickém sekvenanim
pristroji a pomoci pocitace je nasledné zpracovana.

Reverzni transkripce spojena s PCR (RT-PCR) je technika umoziujici stanovit
bunécnou expresi konkrétniho genu. Molekula mRNA (produkt genu) se piepiSe
reverzni transkriptdizou na molekulu cDNA (komplementarni DNA), kterd se
amplifikuje PCR a analyzuje vySe zminovanymi technikami. Informaci o mife exprese
specifické mRNA piinasi kvantitativni RT-PCR, jejimz ucelem je urcit nebo ptiblizné
stanovit mnoZstvi vychoziho templatu ve vzorku, to znamena mnozstvi specifické
mRNA.

Metoda vyuzivajici automatizace a modernich technologii je metoda microarrays
nazyvana t€¢z DNA cipy. DNA Cipy umoziuji genotypizaci vzorkit DNA nebo sledovani
genové exprese. Jedna se o destiCky snylonovym nebo sklenénym povrchem, na
kterych jsou v definovanych sektorech strojové imobilizovany sekvence DNA. Téchto
sektori mohou byt na jedné desticce tisice. Vzorky znacené DNA hybridizuji
s imobilizovanymi sekvencemi DNA a v pfipadé¢ komplementarity poskytuji pozitivni
signal.

Vétsing aplikaci PCR ptedchazi izolace DNA, ptipadné RNA (RT-PCR). Zéakladni
principy izolace DNA a RNA jsou stejné. Spocivaji v dezintegraci bunék homogenizaci
v hypertonickém roztoku a tenzidu. Degradace bilkovin je provedena piidanim

proteolytického enzymu. Denaturované bilkoviny se od extrahovanych nukleovych
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kyselin odd¢li fenol-chloroformovou extrakci. Oddéleni vodné a organické faze se
provede centrifugaci. Z vodné faze se nukleové kyseliny vysrdzi ethanolem s piimési
octanu sodného. Vysrazené nukleové kyseliny se zcentrifuguji, osuSi a rozpusti
v roztoku Tris-EDTA nebo v destilované vodé. RNA je nutné chranit pred ucinkem
ribonukleaz, které¢ ji degraduji a izolovat a skladovat pii nizké teploté. Nejnoveéjsi
metody rychlé izolace nukleovych kyselin jsou zaloZzeny na adsorbci DNA nebo RNA

na silikatové vrstvé umisténé v kolonkach [53].

2.3.6. Priitokova cytometrie

Pritokova cytometrie umoznuje analyzu bunééné suspense podle poctu, velikosti,
granularity a antigenich bunéénych znakl, detekovanych pomoci specifickych
monoklonélnich nebo polyklonalnich protilatek. Konkrétni bunécny znak je oznacen
specifickou fluorescenéné znacenou protilatkou, ktera po excitaci elektromagnetickym
zafenim laseru fluoreskuje, coz je zaznamenano cytometrem jako piitomnost
sledovaného znaku. Priitokovy cytometr se sklada z optické soustavy, soustavy cCerpadel
a analyzatoru vysledkli (pocitace). Bunécna suspense je ze zkumavky stlaenym
vzduchem vtlacovana do sklenéné trysky, kterou prochazi elektromagnetické zareni
laseru o pfislusné vinové délce. Analyza bunék probiha pii vysoké rychlosti (kolem
tisice bunék za sekundu). Pro znadeni povrchovych antigenii se pouzivaji jak pfimo
znaené primdrni protilatky, tak neznacené protilatky, které jsou detekovany

fluorescenéné znacenymi sekundarnimi protilatkami [89].

2.3.7. Imunoanalytické metody

ELISA, RIA a IRMA patfi k metodam, jejichz podstatou je vzajemnd reakce
specifické vazebné latky (binder) s latkou, které koncentraci ur¢ujeme (ligand). Podle
typu vazebné latky se rozliSuji tii hlavni skupiny metod vyuzivajici vazbu ligandu:
a) Metody receptorové analyzy, ve kterych jsou specifickou vazebnou latkou tkéanové
hormony. Napfiiklad estrogenové a progesteronové receptory v tkani karcinomu mlééné
zlazy.
b) Metody kompetitivni vazby na sérovy protein.

¢) Imunoanalytické metody, ve kterych jsou vazebnou latkou specifické protilatky.

Ve vétsiné metod vyuzivajicich vazby ligandu, neprobihd jednoducha reakce

vazebné latky s ligandem, ale kompetitivni reakce mezi neznacenym ligandem (jehoz
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koncentraci stanovujeme) a indikatorem oznacennym ligandem (o znamé koncentraci)
na obsazeni omezeného poctu vazebnych mist na vazebne latce (napf. protilatka). Tyto
metody se proto nazyvaji kompetitivnimi metodami vyuzivajici vazbu ligandu. Pokud
pfi vlastnim ur¢eni musi byt vSechna vazebnd mista obsazena ligandem, shrnuji se také
pod spolecny nazev saturacni metody. Pouziti ligandu znac¢eného indikatorem potom
umoznuje ur¢it mnozstvi stanovované¢ho ligandu. Diive se nejcastéji pro znaceni
ligandu pouzivaji radionuklidové indikatory a potom mluvime o radioimunoanalyze
/RIA/ . Pokud se na oznaceni ligandu pouZzije enzym, hovofime o enzymoimunoanalyze
/EIA/. Pii fluoroimunoanalyze /FIA/, se ligand oznacuje intenzivné fluoreskujicimi
latkami /napft. fluoresceinem/, pii luminiscencni imunoanalyze /LIA/ luminiscen¢nimi
latkami /napt. derivaty luminolu/. Dilezitymi imunologickymi metodami jsou ty, ve
kterych sa indikatorem neznaci ligand, ale protilatka. Pfi oznaCeni protilatky
radionuklidem se hovofi imunoradiometrické¢ analyze /IRMA/. V soucasnosti jednou
z nejuzivangjSich metod v imunoenzymometrické analyze je ELISA (enzyme-linked
immunosorbent essay). Méfenym signalem po ukonceni interakce ligand a protilatek je
enzymova aktivita. Na sténach zkumavky je imobilizovan antigen, na ktery se vazi
specifické protilatky pfitomné v testovaném vzorku télni tekutiny. Navazani
specifickych protilatek na antigen je vizualizovano protilatkami proti lidskym
imunoglobulinim znacenymi enzymem. Po promyti je do zkumavky ptidan roztok
chromogenniho substratu nebo substratu a chromogenu a vyslednd enzymova reakce

vyhodnocena fotometricky [90].

2.3.8. Imunohistochemické metody

Pomoci imunohistochemickych metod se zjistuje pfitomnost hledaného antigenu na
histologickém fezu. Princip spoc¢iva v naneseni specifické protilatky na histologicky fez,
ta se navaze na hledani antigen, pokud je pfitomen a vizualizuje. Vizualizace mize byt
zalozena na fluorescencni detekci. Specificka protilatka je v tomto pfipadé konjugovana
s vhodnym flourochromem. V ultrafialovém svétle flourescenéniho mikroskolu lak
fluorochrom zafi a ukazuje misto, kde je protilatka, tudiz i polohu hledaného antigenu.
Dalsim zpiisobem vizualizace pfitomnosti protilatky je jeji konjugace s vhodnym
enzymem. Po pfidani substrdtu katalizuje enzym barevnou reakci. Nejcastéji
pouzivanym enzymem pro konjugaci s protilatkou je kienovéa poroxyddzy, méné Casto
alkalickd fosfatdza. Vysledkem reakce je barevny produkt lokalizovany v misté
hledandho antigenu. Pro odliSeni specifické pozitivity od nespecifické jsou pouzivany

standardy [91].
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3. Cil disertacni prace

1. Vypracovat metody stanoveni genové exprese genll matrixovych metaloproteinaz
MMP-2, MMP-7 a tkdniovych inhibitorti matrixovych metaloproteinaz TIMP-1
a TIMP-2 pomoci kvantitativni RT-PCR (RT real-time PCR).
2. Stanovit expresi gent MMP-2, MMP-7, TIMP-2 a TIMP-1 metodou kvantitativni
RT-PCR:
e u nadorovych linii kolorektalniho karcinomu (HT29, SW480 a SW620)
e ve tkdnovych vzorcich sliznice kolon a recta zdravé tkané
e ve vzorcich sliznice kolon a recta s benignim nadorovym postizenim
e ve vzorcich sliznice s malignim nddorovym postiZenim.
3. Stanovit expresi genti TS TP a DPD metodou kvantitativni RT-PCR:
e ve tkdnovych vzorcich sliznice kolon a recta zdravé tkané
e ve vzorcich sliznice kolon a recta s benignim nadorovym postizenim

e ve vzorcich sliznice s malignim nadorovym postizenim.

4. Zjisténé hodnoty exprese genli korelovat s klinickym stavem a vyvojem

onemocnéni a biologickymi vlastnostmi nadorovych linii.

5. Stanovit mutaci K-ras genu kodonu 12:
e ve tkdnovych vzorcich sliznice kolon a recta zdravé tkané
e ve vzorcich sliznice kolon a recta s benignim nadorovym postizenim

e ve vzorcich sliznice s malignim nadorovym postizenim.

6. Cetnost mutaci K-ras genu kodonu 12 porovnat s literdrnimi tdaji.
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4. Metodika

4.1. Soubor nemocnych s kolorektalnim karcinomem

Sdudie zahrnuje 38 pacientu s primarné detekovanym kolorektalnim karcinomem
(v€k 33-89 let, primér 70.1 let) v riznych stadiich onemocnéni. Rozdéleni stadii
onemocnéni dle UICC klasifikace (International Union Against Cancer) vyplyva z
tabulky 6.

Tabulka 6:Rozdéleni stadii onemocnéni dle UICC klasifikace v nasem souboru pacientii

stddium onemocnéni|  pocet pacientli
I 2 (5%)
11 14 (37%)
111 11 (29%)
1\Y 11 (29%)

Déle jsme do studie zatadili 11 pacientii s benignim onemocnénim tlustého stfeva
(vék 19-70 let, pramér 45). Histologicky se jednalo o akutni formu Chronova

onemocnéni a Ulcerozni kolitidu.

4.2. Vzorky pro stanoveni exprese vybranych genii

4.2.1. Nadorové linie

Jako in vitro model jsme zvolili dné¢ nadorové linie primarniho kolorektalniho
karcinomu HT29, SW480 a jednu linii, ziskanou ze sekundarniho nadoru, metastaz

kolorektalniho karcinomu, SW620.

HT?29 lidska nédorova linie, izolovana z primarniho nadoru (adenokarcinom grade 2),
44 leté zeny Caucasian ptivodu, morfologie epitelidlni, kod v katalogu bunéénych linii

je ATCC HTB 38.

SW480 lidské nadorova linie, ptivodem z adenokarcinomu (grade 4, Duke class B) 50-ti
lettho muze Caucasian pivodu, morfologie epitelidlni, adherentni, kéd v katalogu
bunéénych linii je ATCC CCL 228.
SW620 lidska nadorova linie, izolovana z lymfatickych uzlin (adenokarcinom)
51 letého muze Caucasian pivodu, morfologie epitelialni, hyperdiploidniho karyotypu,
kod v katalogu bunéénych linii je ATCC CCL 227.

Nadorové linie byly kultivovany v médiu RPMI 1640 + 10% FBS pti 37°C v 10%

CO, atmosféte. Transportovany byly v tom téZ médiu a po transportu ihned zpracovany.
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Nadorové linie jsme ziskali od MUDr. Anny FiSerové, Ph.D. z Mikrobiologického
tistavu AVCR v Praze.

4.2.2. Tkanové vzorky

Nadorova tkan byla ziskédna od 38 pacienti ze soubor nemocnych s kolorektalnim
karcinomem (Skupina TUM). Od 19 z téchto pacienti s kolorektalnim karcinomem
jsme ziskali normalni tkéan sliznice tlustého stfeva z okraji stfevnich resekatt (byli
zafazeni pouze pacienti, u nichz nedoslo k lokalni recidivé ani ke generalizaci tumoru,
skupina NORM). Tkanové vzorky od pacientll s benignim onemocnénim tlustého
stteva tvoii skupinu BENIGN (n=11).
Mezi skupinami NORM a BENIGN nebyl prokazan statisticky vyznamny rozdil
v zadném ze sledovanych parametrl, tj. v mife exprese zvolenych gend, proto obé
podskupiny byly slouceny a v dalsich statistickych Setfenich byly pouzity jako jedina
kontrolni skupina KONTROL.
Vsechny vzorky byly histologicky ovéteny.
Zpracovanych vzorkl bylo vice, do studie v§ak mohly byt zafazeny jen vzorky od osob,

kde se podafilo zjistit a sledovat dals§i vyvoj onemocnéni. Vytazeny byly také vzorky

(a tudiz 1 pacienti), u nichz se nezdafila kvantifikace standardniho genu (glyceraldehyd-
3-fostat-dehydrogenasy).

Vzorky tkané v mnozstvi 100 - 300 mg odebrané v pribcéhu operace byly okamzité
zmrazeny a uchovany pii - 70°C az do zpracovani.

Tkan byla ziskéna od pacientll operovanych na Chirurgické klinice FN v Plzni v letech

1998 - 2000.

4.3. Stanoveni exprese geni

Exprese genu byla zjisténa stanovenim mnozstvi mRNA daného genu ve tkani.
Prvnim krokem byla izolace celkové RNA, nasledovala reverzni transkripce (RT), kterd
prevedla veSkerou mRNA do stabilnéjsi podoby cDNA . Zavérecnym krokem byla PCR

v redlnim Case (real-time PCR), kterd umozni zjistit kvantifikovat mnozstvi cDNA.

4.3.1. Isolace celkové RNA
Z 5x10° bungk nadorovych linii resp. 100 mg tkan& jsme izolovali celkovou RNA

pomoci soupravy ,,RNAgent Total RNA Isolation System" (Promega, USA)
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Pouzili jsme nasledujici postup:

* ze zmrazeného vzorku se skalpelem odkroji 100 mg tkané

« tkan resp. buiiky se homogenizuje v denatura¢nim roztoku

* prida se 0,1 objemu 2M octanu sodného o pH 4

* pfida se stejny objemu smési fenol-chlorofbrm pH 4, intenzivné se micha (Vortex)

10s, poté se ponechd na ledu 10 min.

» centrifugace 20 min. pii 10 tis. g, 4°C

* odebere se horni, tj. vodna faze a ptida stejny dil isopropanolu, -20°C, 1 hod. nebo pies
noc

» centrifugace 30 min. pfi maximalnich otackach (18 tis. g), poté se odstrani supernatant
a peleta promyje v 70% etanolu

* peleta se rozpusti v redestipované H,O a znovu precipituje isopropanolem,
centrifuguje pii maximalni rychlosti a promyje v 70% etanolu

* peleta se susi 15 min. pii teplot€ mistnosti a rozpusti ve 100 ul H,O

» mnozstvi a kvalita RNA se stanovi spektrofotometricky (Aaze0, A230, A2so, Az20, pomer
Ase0/Azgo)

* RNA se ulozi do -70°C (RT by méla byt provedena co nejdiive)

4.3.2. Reverzni transkripce (RT)

3 ng izolované RNA jsme pouzili pro reversni transkripci o celkovém objemu 20 pl.
Vzorek RNA byl doplnén redestilovanou vodou, dle vypoctu do objemu 11 pl. Dale
jsme piidali 1 pl oligo dTyo (0,5 mg/ml) a 1 ul ANTP (10mM). Vzorek jsme vlozili do
termalniho cyklatoru (MJ Research, USA) s nésledujicim programem: inkubace 5 min
pii 65°C. Po zchlazeni na ledové tfisti jsme pfidali 4 pl 5x ,.first standard buffer”
(Superscript 11, Life Technologies, Ivitrogen, USA) a 2 ul dithiothreitolu (0,1 M), dale
inkubace 2 min. pti 42°C a piidali jsme 1 pl (200U) reversni transkriptasy (Superscript
II, Life Technologies, Invitrogen). Inkubace pokrac¢ovala pii 42°C po dobu 50 min.,
poté nésledovala denaturace enzymu pii 70 °C po dobu 15 min.

Vzorky reverznich transkrypta jsme uchovavali pti - 20°C.
Spravné provedeni reverzni transkripce bylo ovéfeno stanovenim glyceraldehyd-3-

fosfat-dehydrogenasy (GAPDH), ktera musela byt pfitomna.

4.3.3. PCR v realnim ¢ase (real-time PCR)
Kvantifikaci exprese genti lze provadét absolutné (stanoveni poctu kopii), to

znamena s pouzitim standard o zndmé koncentraci pro kazdy gen. Dale je mozné
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kvatifikaci provadét relativné, pomér viici jinému genu, kdy se porovnavaji hodnoty Ct
nebo je mozno tyto pfistupy kombinovat (rozvedeno dale). Zvolili jsme kombinaci obou
téchto ptistuptl. Jako referencni gen jsme pouzili gen ze skupiny ,,house-keeping" gentl,

tj. gent, které jsou exprimovany konstitutivng.

4.3.3.1. Primery pro stanoveni jednotlivych genti
Primery pro PCR jsme navrhli na zikladé¢ nukleotidovych sekvenci volné
dostupnych v genomové databance National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Pfi navrhovani primerd pro PCR reakce jsme

postupovali podle respektovanych zasad (parametry primert: délka 18-26 bp, pomér G-
C, A-T 40%-60%, mezi poslednimi dvéma nukleotidy alespoii jedena purina baze, délka
100 -300bp). Dale byly primery voleny tak, aby amplikon ptekraoval alespon jedno
rozhrani dvou exont s dostatecné dlouhym intronem, ktery je pfitomen v DNA. Tim je
zajisténo, ze piipadnd DNA kontaminace, pii izolaci celkové RNA, nemuze ptispivat k
fale$né produkci PCR amplikonu. PouZili jsme jednak primery publikované v literature,
jednak primery dle vlastniho navrhu. Navrh primerd byl provadén s pomoci

pocitacovych programi Primer 3 (http://frodo.wi.mit.edu/cgi-

bin/primer3/primer3_www.cgi). Tento program vygeneroval vice dvojic primerd, které

fadil v potfadi dle splnéni ndmi zadanych parametrii (uvedeno vyse). Pii vybéru jsme

dodrzovali zésadu, aby nemély riizné geny stejné dlouhy amplikon.

4.3.3.2. House-keeping gen

Zvolili jsme glykolyticky enzym glyceraldehyd-3-fosfat-dehydrogenasy (GAPDH)-
jeden z nejc¢astéji pouzivanych geni [92]. PouZili jsme primery navrZzené firmou Corbett
Research (Australie) spliiujici nase poZadavky [93]. Jejich poloha v sekvenci mRNA je
znazornéna v obrazku 3. Primery jsou podbarveny, hranice exonll jsou oznaceny
velkymi tuénymi pismeny. V piipadé GAPDH se amplifikace déje pfes 2 exonova
PodtrZzen je také polyadenylacni signal AATAAA. Délka amplifika¢niho produktu je
226 bp, v pripad¢ kontaminace ze strany DNA by produkt mél délku 884 bp.

Obrazek 4: GAPDH primery - nukleotidova sekvence z NCBI , Accession M33197

DEFINITION Human glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
mRNA,
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ACCE

complete cds.

SSI10N

M33197

1 gttcgacagt cagccgcatc ttcttttgcg tcgccagccg agccacatcg ctcagacacc
61 atggggaagg tgaaggtcgg agtcaacgga tttggtcgta ttgggcgcct ggtcaccagg

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021

gctgctttta
aactacatgg
aaggctgaga
gatccctcca
gtcttcacca
atctctgccc
gacaacagcc
gccaaggtca
atcactgcca
ggggctctcc
atccctgagc
tcagtggtgg
gtggtgaagc
gtggtctcct
attgccctca

actctggtaa
tttacatgtt
acgggaagct
aaatcaagtg
ccatggagaa
cctctgctga
tcaagatcat
tccatgacaa
cccagaagac
agaacatcat
tgaacgggaa
acctgacctg
aggcgtcgga
ctgacttcaa
acgaccactt

agtggatatt
ccaatatgat
tgtcatcaat
gggcgatgct
ggctggggct
tgcccccatg
cagcaatgcc
ctttggtatc
tgtggatggc
ccctgectct
gctcactggc
ccgtctagaa
gggcccccte
cagcgacacc
tgtcaagctc

gttgccatca
tccacccatg
ggaaatccca

atgacccctt
gcaaattcca
tcaccatctt

cattgacctc
tggcaccgtc
ccaggagcga

ggcgctgagt
catttgcagg
ttcgtcatgg
tcctgcacca
gtggaaggac
ccctccggga
actggcgctg
atggccttcc
aaacctgcca
aagggcatcc
cactcctcca
atttcctggt

acgtcgtgga
ggggagccaa
gtgtgaacca
ccaactgctt
tcatgaccac
aactgtggcg
ccaaggctgt
gtgtccccac
aatatgatga
tgggctacac
cctttgacgc
atgacaacga

gtccactggc
aagggtcatc
tgagaagtat
agcacccctg
agtccatgcc
tgatggccge
gggcaaggtc
tgccaacgtg
catcaagaag
tgagcaccag
tggggctgge
atttggctac

agcaacaggg tggtggacct catggcccac atggcctcca aggagtaaga cccctggacc
accagcccca gcaagagcac aagaggaaga gagagaccct cactgctggg gagtccctge
cacactcagt cccccaccac actgaatctc ccctcctcac agttgccatg tagacccctt
gaagagggga ggggcctagg gagccgcacc ttgtcatgta ccatcaataa agtaccctgt
gctcaacc

1081
1141
1201
1261

4.3.3.3. Primery matrixovych metaloproteinaz

Dalsim genem, jehoz hladinu exprese jsme zjistovali je Matrixovd metaloproteindza
7 (MMP-7). Primery jsou dle vlastniho navrhu obrazku 5. Jsou umistény v blizkosti
polyadenyla¢niho signalu tak, ze obsahuji dva exointronové piechody. Délka

.....

terminacni kodon TAA, polyadenylacni signdl AATAAA, spojeni exon-exon a primery.

Obrazek 5: MMP-7 primery - nukleotidova sekvence z NCBI, Accession NM_ 002423

DEFINITION Homo sapiens matrix metaloproteinase 7 (matrilysin,

uterine)
(MMP7), mRNA.

ACCESSION

NM_002423

1 accaaatcaa ccataggtcc aagaacaatt gtctctggac ggcagctatg cgactcaccg
61 tgctgtgtgc tgtgtgcctg ctgecctggca gectggecct geccgetgect caggaggcgg

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

gaggcatgag
atgactcaga
tctttggect
ccagatgtgg
cttccaaagt
tggatcgatt
ggaaagttgt
actcctaccc
gtctcggagg
ggattaactt
cctctgatcc
aactttccca

tgagctacag
aacaaaaaat
acctataact
agtgccagat
ggtcacctac
agtgtcaaag
atggggaact
atttgatggg
agatgctcac
cctgtatgct
taatgcagtg
ggatgatatt

gaaagaaata gaaacttcag

tgttgcacaa
cttttttatt

tcagaattga
gcagttggtt

tgggaacagg
gccaacagtt

ggaatgttaa
gttgcagaat
aggatcgtat
gctttaaaca
gctgacatca
ccaggaaaca
ttcgatgagg
gcaactcatg
atgtatccaa
aaaggcattc
gcagaacatc

ctcaggacta
tagaagccaa
actcccgegt
actcactatt
catatactcg
tgtggggcaa
tgattggctt
cgctggctca
atgaacgctg
aacttggcca
cctatggaaa
agaaactata
cattcattca

tctcaagaga
actcaaggag
catagaaata
tccaaatagc
agacttaccg
agagatcccc
tgcgcgagga
tgcctttgeg
gacggatggt
ttctttgggt

ttttatctct
atgcaaaaat
atgcagaagc
ccaaaatgga
catattacag
ctgcatttca
gctcatgggg
cctgggacag
agcagtctag
atgggacatt

tggagatccc
tggaaagaga
ttcattggat

taagcactgt
tttgaatgtc

tcctccactc
tttcactcct

catttagcaa
tttattggtt

caaaatttta
agtaattcaa
tgtatatcat
ttatgtcacc
aaactccttt
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1021 atggtgtgac tgtgtcttat tccatctatg agctttgtca gtgcgcgtag atgtcaataa
1081 atgttacata cacaaataaa taaaatgttt attccatggt aaattta

Dalsi gen z fady matrixovych metaloproteindz, jehoz hladinu exprese jsme zjistovali, je
Matrixova metaloproteinaza 2 (MMP-2). Primery jsou dle vlastniho navrhu obrazku 6.

Jsou v distalni casti genu. Obsahuji jeden piechod exon — intron — exon. Délka

.....

terminacni kodon TAA, polyadenylacni signal AATAAA, spojeni exon-exon a primery.

Obrazek 6: MMP-2 primery - nukleotidova sekvence z NCBI Accession NM_ 004530
DEFINITION Homo sapiens matrix metaloproteinase 2 (gelatinase A, 72kD
gelatinase, 72kD type 1V collagenase) (MMP2), mRNA.

ACCE

SSION

NM_

004530

1 tgtttccgct gcatccagac ttcctcaggc ggtggctgga ggctgcgcat ctggggettt
61 aaacatacaa agggattgcc aggacctgcg gcggcggcgg cggcggcggg ggctggggceg

121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401

cgggggccgg
ctcggagcgce
caccgagcca
aatggcccgg
gagccacgcc
aacggacaaa
ctgcaacctg
ccagacaggt
cccagatgtg
cacatacagg
tgctcgtgec
tggagaggca
tgacggtaag
ctcccatttt
gtatggcaac
caacagctgc
ctttgagaag
caacgctgaa
ctgcaccact
ccgcgacaag
agaaggtgcc
cagcgccggce
ccgcaagtgg
gtttggccac
ttacacctac
ctatggggcc
cactcctgag
gatcttcttc
ggggccectg
cgaggcccca
agccagcacc
tgtccagcga
tggagacaaa

accatgagcc
agccctgcge
gcgacccccg
ggcgcgctca
gccgecgege
gagttggcag
tttgtgctga
gatcttgacc
gccaactaca
atcattggct
ttccaagtct
gacatcatga
gacggactcc
gatgacgatg
gccgatgggg

gctgagcegg
cgcggaccag
ggcgacgcge
cgggtcccect
cgtcgecccat
tgcaatacct
aggacacact
agaataccat
acttcttccc
acacacctga
ggagcgatgt
tcaactttgg
tggctcatgc
agctatggac
agtactgcaa

actgatactg
gatggcaagt
ggacagccct
gagggccgea
aagtatggct
ccctgtgtct
cgcagtgacg
ggcttctgcc
gccatgggge
accaagaact
tctcctgaca
atctgcaaac
ttcaaggacc
ctggtggcca
caggaggaga
ctggagcgag
gtggatgccg
ttctggagat

gctcatcgca
gggcggeggt
tctgaagagc
tggctcccac
aaggacccgg
tcctacctgg

gatgcctgga
cacagctact

gccgcagcga
acggcttctg
gcaagtttcc
cggatggcta
tctgccctga
tccecttcac
gaaagatgtg
ctgaccaagg
tggagcactc
tccgtctgte
ttgaccttgg
aggacattgt
ggttcatttg
cattctggcc
aggctgtgtt
ggtaccccaa
cctttaactg
acaatgaggt
atgccatccc
tcttcaaggg

gcaaacccca
gctccaacca
ggggccaggg
gagggcgctc
catcaagttc
gaacaccttc
aaagaagatg
cgagaccatg
tcgcaagccc
tctggaccca
gaccccactg
ccgctgggag
cttcgcccca
cttgggagaa
gttcccctte
tggcttccte
tccccatgaa
attccgcttc
ccgctggtge
gaccgccatg
tttcctggge
gtgtgcgacc
gtacagcctg
ccaagaccct
ccaggatgac
caccggcccc
atttgatggc
gcggactgtg
tgagctcccg
ctttgcaggg
gccactgacc
gagcaaaaac
gaagaagaaa
cgataacctg
tgcctattac

gtgaagtttg
aggcccttcc

aggggcctgg
taatttaaga

gaagcatcaa
tctccactge
cagccgtgcec
ttccagagag

atccgactgg
cttcgataca
ttcagctcta
tggctcctcc

ggccaccgag
ggcggcgagg
agcgctacga
tgtctcctgg
cccggcegatg
tatggctgec
cagaagttct
cggaagccac
aagtgggaca
gagacagtgg
cggttttctc
catggcgatg
ggcactggtg

ggccaagtgg
ttgttcaatg

tggtgctcca
gccctgttca
cagggcacat
ggcaccactg
tccactgttg
aacaaatatg
acagccaact
ttcctegtgg
ggggccctga
atcaagggca
acccccacac
atcgctcaga
acgccacgtg
gaaaagattg
aatgaatact
agcctgggac
aagaagacat
atggatcctg
gatgccgtcg
ctgaagctgg
ctaggctgct
ccgggectgg
cagctaatca
cggtgcccaa

ccagcggacc
cggccacacg
tggaggcgct
gctgecctget
tcgcccccaa
ccaaggagag
ttggactgcc
gctgcggcaa
agaaccagat
atgatgcctt
gaatccatga
gatacccctt
ttgggggaga
tccgtgtgaa
gcaaggagta
ccacctacaa
ccatgggcgg
cctatgacag
aggactacga
gtgggaactc
agagctgcac
acgatgacga
cagcccacga
tggcacccat
ttcaggagct
tgggccctgt
tccgtggtga
acaagcccat
atgcggtata
ggatctactc
tgccccctga
acatctttgc
gctttcccaa
tggacctgca
agaaccaaag
gagctggccc
agaactagag
gcattctcac
gaatagatgc
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2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001

tgactgtact
cctaaagaga
acacttcagg
ggagactgtc
gcatggccag
tcttacatta
tttccactta
agtgcatctc
cgagtctctt
tgcccctccee

cctcccaggce
tcctttgata
ctcttctcct
tcaagagggc
gtggccactc
gcagtttgct
gaaattgcat
agcccacata
ctccactgga
ttcaaccatt

gccecttcee
ttttcaacgc
ttcacaacct
actggtggcc
cagacccctg
ttgtatgcac
ttcctgacag
gtgatggttc
tggaggaaaa
ccccatggga

cctccaatcc
agccctgett
tctgtggctc
cgacagcctg
gcttttcact
tttgtttttt
aaggactcag
ccctgttcac
ccaagccgtg
aatgtcaaca

caccaaccct
tgggctgccc
acagaaccct
gcacagggca
gctggectgec
tctttgggte
gttgtctgaa
tctacttagc
gcttcccget
agtatgaata

cagagccacc
tggtgctgec
tggagccaat
gtgggacagg
ttagaacctt
ttgtettttt
gtcactgcac
atgtccctac
cagccctccc
aagacaccta

3061 ctgagtggc

4.3.3.4. Primery tkanovych inhibitorti matrixovych metaloproteindz

Prvnim genem zftady tkanovych inhibitori matrixovych metaloproteindz jehoz
hladinu exprese jsme zjiStovali je Tkanovy inhibitor matrixovych metaloproteinaz 1
(TIMP-1). Primery jsou dle vlastniho navrhu obrazku 7. Jsou umistény opé&t v blizkosti

polyadenyla¢niho signdlu. Obsahuji jeden pfechod exon — intron — exon. Délka

.....

terminacni kodon TAA, polyadenylacni signal AATAAA, spojeni exon-exon a primery.

Obrazek 7: TIMP-1 primery - nukleotidova sekvence z NCBI Accession NM 003254

DEFINITION Homo sapiens tissue inhibitor of metaloproteinase 1
(erythroid

potentiating activity, collagenase inhibitor) (TIMP1),
mMRNA .
ACCESSION  NM_003254

1 aggggcctta gcgtgccgca tcgccgagat ccagcgccca gagagacacc agagaaccca
61 ccatggcccc ctttgagccc ctggcttctg gcatcctgtt gttgctgtgg ctgatagccc
121 ccagcagggc ctgcacctgt gtcccacccc acccacagac ggccttctgc aattccgacc
181 tcgtcatcag ggccaagttc gtggggacac cagaagtcaa ccagaccacc ttataccagc
241 gttatgagat caagatgacc aagatgtata aagggttcca agccttaggg gatgccgctg
301 acatccggtt cgtctacacc cccgccatgg agagtgtctg cggatacttc cacaggtccc
361 acaaccgcag cgaggagttt ctcattgctg gaaaactgca ggatggactc ttgcacatca
421 ctacctgcag tttcgtggct ccctggaaca gcctgagctt agctcagcgc cggggcttca
481 ccaagaccta cactgttggc tgtgaggaat gcacagtgtt tccctgttta tccatcccct
541 gcaaactgca gagtggcact cattgcttgt ggacggacca gctcctccaa ggctctgaaa
601 agggcttcca gtcccgtcac cttgcctgcc tgcctcggga gccagggctg tgcacctgge
661 agtccctgcg gtcccagata gcctgaatcc tgcccggagt ggaactgaag cctgcacagt
721 gtccaccctg ttcccactcc catctttctt ccggacaatg aaataaagag ttaccaccca
781 gc

Druhym genem z fady inhibitort matrixovych metaloproteindz, jehoz hladinu
exprese jsme zjistovali, je Tkdnovy inhibitor matrixovych metaloproteinaz 2 (TIMP-2).
Primery jsou opét dle vlastniho navrhu obrazku 8. Nachéazeji se v blizkosti

polyadenyla¢niho signalu. Obsahuji jeden pfechod exon — intron — exon. Délka

.....

terminacni kodon TAA, polyadenylacni signal AATAAA, spojeni exon-exon a primery.
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Obrazek 8: TIMP-2 primery - nukleotidova sekvence z NCBI Accession NM_ 003255
DEFINITION Homo sapiens tissue inhibitor of metaloproteinase 2

(TIMP2), mRNA.

ACCESSION NM_003255

1 cgcagcaaac acatccgtag aaggcagcgc ggccgccgag agccgcagcg ccgctcgccc
61 gccgecccece accccgecge cccgeccgge gaattgcgec ccgcgeccct cccecctcgege
121 ccccgagaca aagaggagag aaagtttgcg cggccgagcg gggcaggtga ggagggtgag
181 ccgcgecggga ggggcccgec tcggecccegg ctcagccccc gecccgecgcce ccagcccgcc
241 gccgecgagca gcgcccggac cccccagcgg cggcccccge ccgecccagcc ccccggeccg
301 ccatgggcgc cgcggcccgc accctgcgge tggcgctcgg cctcctgectg ctggcgacgce
361 tgcttcgccc ggccgacgcec tgcagctgct ccccggtgca cccgcaacag gcgttttgca
421 atgcagatgt agtgatcagg gccaaagcgg tcagtgagaa ggaagtggac tctggaaacg
481 acatttatgg caaccctatc aagaggatcc agtatgagat caagcagata aagatgttca
541 aagggcctga gaaggatata gagtttatct acacggcccc ctcctcggca gtgtgtgggg
601 tctcgctgga cgttggagga aagaaggaat atctcattgc aggaaaggcc gagggggacg
661 gcaagatgca catcaccctc tgtgacttca tcgtgccctg ggacaccctg agcaccaccc
721 agaagaagag cctgaaccac aggtaccaga tgggctgcga gtgcaagatc acgcgctgcc
781 ccatgatccc gtgctacatc tcctccccgg acgagtgcect ctggatggac tgggtcacag
841 agaagaacat caacgggcac caggccaagt tcttcgcctg catcaagaga agtgacggct
901 cctgtgcgtg gtaccgcggc gcggcgcccc ccaagcagga gtttctcgac atcgaggacc
961 cataagcagg cctccaacgc ccctgtggcc aactgcaaaa aaagcctcca agggtttcga
1021 ctggtccagc tctgacatcc cttcctggaa acagcatgaa taaaacactc atccc

4.3.3.5. Prehled pouzitych primert [94]
(olygonukleotydy byly syntetizovany firmami Generi-Biotech, CZ, IBV Rakousko):
GAPDH: 226 bp

Forward primer: 5’-gaa ggt gaa ggt cgg agt-3’
Reverse primer: 5'-gaa gat ggt gat ggg att tc-3”
MMP-2: 160 bp

Forward primer: 5’-ctttgctggagacaaa ttctg-3”
Reverse primer: 5'-ggc acc ctt gaa gaa gta gc-3’
MMP-7: 180 bp

Forward primer: 5’-gta tgg gac att cct ctg atc ¢ -3’
Reverse primer: 5'-cca atg aat gaa tga atg gat -3’
TIMP-1: 130 bp

Forward primer: 5"-aga cct aca ctg ttg gct gtg ag-3’
Reverse primer: 5°-gac tgg aag ccc ttt tca gag-3”
TIMP-2: 177 bp

Forward primer: 5’-atg cac atc acc ctc tgt ga-3’

Reverse primer: 5°- ctc tgt gac cca gtc cat cc-3”

4.3.3.6. Ptiprava standarda
Jak jiz bylo fe€eno, kvantifikaci exprese genil lze provadét absolutné, to znamena

s pouzitim standard, pro kazdy gen o znamé koncentraci nebo relativné, vic¢i jinému
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genu, kdy se porovnavaji hodnoty Ct nebo je mozno tyto pfistupy kombinovat. Zvolili
jsme kombinaci obou téchto piistupi.

Piiprava standard spociva v inzerci fragmentu genu ohrani¢eného naSimi primery
(amplionu) do vektoru (plazmidu), ktery nam umozni, po jeho namnozeni (klonovani)
v bakteriich, ziskat jakékoli mnozstvi amplikonu o nami ur¢eném poctu kopii. Takto
ptipravené standardy jme pouzili pro kvantitativni PCR (real-time PCR).

Prvnim krokem pfipravy standard bylo provedeni zékladni PCR s pouzitim primera
genu, pro ktery standardy vytvatime. Jako zdroj mRNA jsme pouzili tkdn nebo
bunécnou linii, u které jsme predpokladali expresi prislusného genu. Po zékladni PCR
jsme provedli elektroforézu v agar6zovém gelu, koncentraci zvolili s ohledem na délku
amplikonu (zpravidla 2,0%). Specifické pruhy DNA (pruhy odpovidajici délky)
z agardzového gelu jsme vyftizli skalpelem. Dalsi postup je byl nasledujici:

* vytiznuty gel se ptenese do eppendorfky a ptida se 200ul 1M NaCl-
Tris- EDTA

« inkubuje se 1hod. pfi -20°C

« inkubuje se 30 min. pfi 37°C

* Spickou automatické pipety se gel rozdrti a pfenese do ,,spin"
kolonek (Millipore, USA)

* centrifuguje se pfi 6 tis. ot/5 min.

* proplachne se 200ul 1M NaCl-Tris-EDTA a opét centrifugeje pii 6
tis. ot/5 min.

* srazi se DNA: ptidame 1/10 3M CH3COOH pH=5,2, vortexuje se

* ptida se ImL absolutniho ethanolu, vortexuje se

* precipituje se 1 hod pfi -20°C, centrifugujeme pii 14 tis. ot/30 min.

* pfida se 1ml 70% ethanolu, vortexuje se, centrifuguje se 14
tis.ot/5Smin. 1x opakuje

* susi se 10 min. pii teploté mistnosti a rozpusti v 20 pul TE

Izolovany amplikon DNA jsme inzertovali do pPGEM-T plasmidu (Promega) pomoci
koheznich koncii, vytvofenich Taq DNA polymerdzou. Ligace T4DNA lipazou
probihala pfti 4°C pies noc. Takto upravenym vektorem jsme transformovali bakterialni
buiiky (Escherichia coli JM 109). Transformace bakterii Escherichia coli JM 109
probihala nasledujicim zptisobem:

 kompetentni bakteridlni buniky Escherichia coli JM 109 se nachaji
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rozmrznout na ledu (10-15 min.)

* 50 pl téchto bunék se prenese do predchlazené eppendortky (na ledu)

* ptida se 2 pl ligacni smési, obsahuje vektor s naSim inzertem

* provede se teplotni Sok: 20 min. na ledu, 50 s 42°C (vodni lazen), 2
min. na ledu

* pfida se Iml SOC media

« inkubuje se 2 hod. pti 37°C, za intenzivniho téepani

* 0,5 ml SOC média s transformovanymi bakteriemi se pienese na agarové
Petriho misti¢ky (obsahuji X-gal a IPTG pro modrobilou selekci

pozitivnich klont.

U pozitivnich klont (bilé kolonie) jsme ovétili, zda obsahuji inzert (ndmi vlozeny
amplikon). Provedli jsme PCR s primery specifickymi pro plasmid (T7 a SP6). Klon
bakterii, ktery poskytoval spravnou délku amplikonu (délka inzertu + 120 bp plazmidu)
jsme namnozili v 200ml LB média (6 hod. pti 37°C, pfi intenzivnim téepani), plasmid
purifikovali pomoci soupravy High pure plastid Isolation kit (Promega, USA) a
spektrofotometricky stanovili jeho koncentraci. Dale byla spravnost inzertu ovéfena
sekvenaci na pfistroji ALFexpress (Amersham Pharmacia Biotech). Po ovéieni inzertu
sekvenci jsme standardy na zaklané spektrofotometricky urcené koncentrace natedili v
rozsahu 10° - 10° DNA kopii na 1pl. Takto vytvofené plasmidové standardy jsme

uchovavali pii -20°C.

4.3.3.7. Sekvenace klonovanych standardt

Sekvenaci klonovanych standardi jsme provedli dideoxinukleotidovou metodou
pomoci PCR sekvenacni soupravy ,,Thermo Sequenase Fluorescent Labelled Primer
Cycle Sequencing Kit with 7-deaza-dGTP" (Amersham Pharmacia Biotech). Pouzili
jsme primert T7 a SP6 znaCenych Cy5. Sekvenacni analyza pak probihala na
polyakrylamidovém gelu v sekvenatoru ALFexpress (Amersham Pharmacia Biotech).

Takto urcenou sekvenci inzertll jsme porovnali s sekvenci v databazi NCBI.

4.3.3.8. Provedeni polymerdzové fetézové reakce v redlném case
PCR v redlném case jsme provadéli na piistroji Rotor-Gene 2000 (Corbett Research).

Na tomto pfistroji jsme provadéli jednak vlastni kvantifikace, ale i vSechny PCR reakce
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nutné pro piipravu standard. Divodem byl problém pienosu metodik mezi klasickym
termocyklatorem na principu Peltierovského chlazeni (pfenos teplot zejistuje kov) a
naSim real-time PCR pfistrojem Rotor-Gene 2000, u kterého ptenos teplot zajistuje
vzduch.

Objem PCR reakce pro real-time PCR jsme pouzivali 20 pl (19 pl reakéni smési a 1
ul cDNA vzorku). 100 pl PCR reakéni smés jsme piipravili nasledujicim zptisobem: 10
ul 10 x pufr, 9ul MgCI2 (50 mM), 2 pldNTP (10mM), 3 pl kazdého primem (20
pmol/ul), 5 ul 2,5x SYBRgreen, 1 pl (5 U/ul) Thermo-Start DNA polymerace (AB
Gene) a 67 pl redestilované vody.

Zasadnim krokem pro kazdou PCR reakci bylo nastaveni teplot a délek jednotlivych
krokti reakei (princip PCR je popsan vyse). Uvodni inkubace 95°C po dobu 15 min.
byla ve vSech pfipadech stejnd, pii této teploté se zaktivovala ,hot start” DNA
polymeraza, jejiz inhibice byla provedene chemickou modifikaci. Teploty dalSich kroki
se lisily podle délky a sloZeni primerti a podle délky amplifikovaného useku. Déle byla
nutna optimalizace vSech krokl s nastavenim rtiznych teplot. Jako optimalni teploty a
casy jsme pouzili ty, pfi kterych bylo dosahovano nejvyssi citlivosti reakci (byly
detekovany nejnizsi koncentrace standard a nedoslo k pozitivitim negativnich kontrol)

tabulka 7.

Tababulka 7: Optimalni teploty a ¢asy real-time PCR pro stanoveni jednotlivych gent

Denaturace annealing polymerace melt
Teplota Cas Teplota |Cas Teplota Cas
GAPDH |95°C 30sec. [55°C 30 sec. |72°C 20 sec. 54-92°C
MMP-2  |95°C 30 sec. 69°C 30 sec. [72°C 30 sec. 54-92°C
MMP-7 95°C 30 sec. 55°C 30sec. [72°C 20 sec. 54-92°C
TIMP-1 95°C 30 sec. 60°C 30 sec. [72°C 20 sec. 54-92°C
TIMP-2  |95°C 30 sec. 60°C 30sec. [72°C 20 sec. 54-92°C

Protoze pti PCR reakci nevznikaji vzdy jen specifické produkty, bylo tieba specifitu
produktu ovéfit. Pfistroje real-time PCR umoziuji provést denaturacni analyzu. Ta
vyuziva skutecnosti, ze teplota tani (Tm) odpovida délce a slozeni useku DNA. Po
prob&hnuti PCR byla v kazdé reakci ovétena specifitu produktu denaturaéni analyzou v
mnoha piipadech byla navic ovéfena elektroforézou na agar6zovém gelu. Pouzivali

jsme 2,0% gel, TAE pufr a jako indikdtor pohybu DNA fragmenti bromfenolovou
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modi. DNA jsme vizualizovali pomoci ethidium-bromidu, ktery se interkaluje do
dvouvlaknové struktury DNA a sviti v UV svétle, hodnoceni probihalo na UV
transluminatoru. Na zavér jsme gel vyfotografovali.

Kvantitativni PCR jsme provadéli na prvnim detekénim kanélu pfistroje Rotor-Gene
2000 Dual-Channel. Pro detekci PCR produktl jsme zvolili Syber green, interkala¢ni
flourochrom. Zvolili jsme rotor na 36 0,2 ml PCR zkumavek. To umoznilo do kazdé
reakce umistit 29 - 30 analyzovanych vzort, zbylych 5-6 mist bylo tfeba pro standardy a
jedno pro negativni kontrolu. Stanoveni kvantitativni PCR jsme provadéli v duplikatech
pokud se vysledky nebylo muzno nejednoznacné interpretovat, stanoveni jsme
opakovali. Kone¢ny vysledek je primérem naméfenych hodnot. Specificitu vSech
stanoveni jsme testovali denatura¢ni analyzou, ktera byla stalou soucasti PCR programu
(melt). Pfipadné navic na elektroforetickém gelu.

Kvantifikace byla provedena pouze u vzorkl, u kterych byla potvrzena specificita
reakce, pritomnost ndmi sledovaného genu. Tyto vzorky vykazaly spravnou teplotu Tm
identickou s Tm standarda.

Grafy na nasledujicich strankach znazoriuji grafické zdznamy reakci PCR v redlném

Case, a to jak standardt, tak stanovovanych vzorki.
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4.3.3.10. Reprodukovatelnost stanoveni

Ptedpokladem reprodukovatelnosti je standardni provadéni vSech protokold, kontrola
pfesnosti automatickych pipet a pfechovavani chemikalii za standardnich podminek.
ProtoZe o PCR je zndmo, Ze je ovlivnitelna riznymi vnéjSimi faktory (napft. piedchozi
¢innost v laboratofi, mnozstvi pylu ve vzduchu), dal$im krokem k reprodukovatelnosti
je pouziti standard. Pro zabranéni degradace DNA standard o nizkych koncentracich,
10°, 10* kopii, jsme stanoveni provedena s odstupem &asu (napf. tyden), piipravili z
nové natedénych standard, ze zmrazeného zasobniho standardu 10° kopii.

Piesnost zméteni standardi v kazdém novém pokusu vyjadiuje Cislo R, které je
automaticky vypocteno pii kvantifikaci programem pfistroje pro real-time PCR . V
idealnim pfipad¢ je rovno jedné (standardy piesné¢ odpovidaji deklarované hodnotg,
nebo kdyz jsou standardy jen dva). Ve stanovenich standardl jsme dosahovali hodnot R

> 0,99 a pouzili jsme i stanoveni hodnotu R mezi 0,99 a 0,98.

4.3.3.11. Stanoveni exprese genti thymidylat syntazy (TS), thymidylat fosfatazy (TP)
a dihydropyrimidin dehydrogenazy (DPD)

Stanoveni exprese genil TS, TP a DPD bylo provedeno pomoci kit LightCycler TS
mRNA Quantification Kit™ LightCycler TP mRNA Quantification Kit™ a
LightCycler DPD mRNA Quantification Kit™ (Roche) na piistroji LightCycler
(Roche). Kvantifikace byla provedena relativné, ,.hause keeping* gen byl v kitech
pouzit gen glukoza-6-fosfat-dehydrogenazy (GAPDH). Stanoveni exprese geni
zahrnovalo dva kroky, RT a real-time PCR. Reverzni transkripce byla provedena
pomoci specifickych oligonukleotidii pro jednotlivé geny (GAPDH, TS, TP a DPD).
Sekvence oligonukleotidi nebyla publikovana. Reverzni transkripce probihala
v nasledujicim teplotnim chématu: 25°C 10min., 42°C 10min., 94°C 5min. v celkovém
objemu 10 pl. Pro real-time PCR bylo pouzito 4ul reverzniho transkriptu. Sekvence
primeru pro jednotlivé geny nebyla publikovana. Velikost amplikonu pro gen G6PDH
byla 123bp, pro TS 111 bp, TP 120 bp a DPD 134 bp. Teplotni profil PCR byl
nasledujici: 95°C 10 s, 62°C 10 s, 72°C 10 s. Tento teplotni profil byl opakovan 40x.
Mnozstvi vznikajiciho produktu bylo monitorovano pomoci sekvenéné specifickéch
florescent resonance energy transfer (FRET) sond (sekvence nepublikovana). Pro PCR
byla pouzita rekombinantni Taq DNA polymeraza. Reakce probihala ve 20 pl. Exprese
jednotlivych genii byla stanovena jako pomér exprese TS/GAPDH, TP/GAPDH a
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DPD/GAPDH. Podrobny manudl je v dokumentaci ke kitim a v ptiloze. Pfistroj

LightCycler funguje na stejném principu jako pfistroj Rotorgene.

4.4. Detekce mutace genu K-ras kodonu 12
Detekce K-ras mutace kodonu 12 ve vzorcich sliznice kolon a recta s malignim

nadorovym postizenim, sliznice s benignim nadorovym a zdravé tkané byla provedena
metodou PCR s naslednym Stépenim restrikénim enzymem v misté mutace (PCR
RFLP).
Postup metodiky byl néasledujici:
» skalpelem se odfizne 100 pg tkan¢, prenese se do eppendorfky a ptida

Iml roztokt pro lyzi erytrocytl, protiepa se
* centrifugace 3 min./3000 rpm
* vylije se supernatant a k peletu se pfileje 1 ml destilované H,O , protiepe
* centrifugace 3min./3000 rpm
* vylije se supernatant
* k sedimentu se ptida 250 pul dH20, 100 pl pufru pro proteinazu K, 60

ul 10 % SDS, 20 ul proteindzy K (20 mg/1 ml),dikladné se promycha,

dobfe se uzavie proti odparu
« inkubace pii 37 °C pfes noc
* zkumavky se ochladi na pokojovou teplotu
* ke vzorku se ptida 150 pl SM NaCl a dikladné se protiepe, ptida se

150 pl chloroformu NaCl a dikladné protiepe, ptfida se 150 ml

chloroformu a diikladné protiepe
» centrifugacel5 min./12000 rpm/RT.
* supernatant se opatrné pielije do eppendorfky se 700 ul 96% etanolu

a pfevracenim zkumavky se vysrazi DNA
* centrifugace 10 min./12000 rpm/RT.
* slije se supernatant a pfida 1 ml 70% etanolu
« centrifugace 5 min./12000 rpm/RT.
* susi se 15 min.v exikatoru, musi byt odpatfen veskery etanol
* rozpusti se v 500 ul d H,O, pted méfenim koncentrace se rozpusti

vzorek zahiatim 5 min/56°C nebo se ponecha pii pokejové teploté pies noc
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Mutaci jsme detekovali metodou RFLP (polymorfismus restrikénich fragment)
Nejdiive jsme provedli PCR pomoci primeri, obklopujicich 12. kodon, jehoz
polymorfismus jsme zjistovali. Nasledné jsme fragment ziskany PCR $§tépili enzymem
BstNI a provedli elektroforézu. V ptipadé zdravé alely se fragment ziskany PCR (157
bp) Stépil na 3 fragmenty (14bp, 29bp a 114bp), t.j. v misté 12. kodonu a v misté
konstantné Stepeném (ovéfuje spravnou funkci enzymu). Pokud 12. kodon obsahoval
mutaci, restriktdza jej neStcpila a Stépila pouze misto konstantné St€pané. Ziskali jsme
dva frakmenty PCR produktu 143bp a 14bp. Zaznam elektroforézy s fragmenty DNA
vizualizovanymi Ethidium bromidem je na obrazku 9. Metodika je pfevzata z publikace
[95].
Obrazek 9: Detekce K-ras mutace kodonu 12

4.5. Hodnoceni klinického stavu

Pro korelaci exprese s klinickym stavem pacientli bylo vyuzito téchto udaji:

TNM klasifikace

TNM klasifikace publikovana evropskou organizaci UICC se shoduje s klasifikaci
AJCC (American Joint Committee on Cancer). Principem této klasifikace je popis

velikosti nddoru T (nador) postizeni uzlin N (noduli) velikosti metastaz (M).

Lokalizace nadoru (anatomické déleni)

Pro posouzeni exprese genti v riiznych c¢astech traviciho traktu jsme pouzili

rozdéleni: kolon (C18), rektosigmoideum (C19), rektum (C20)
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Remise

Remise byla charakterizovana v souladu s definici WHO [96]. Remise odpovida v
literatuie uzivané charakteristice ,,no evidence of disease" (NED).
Progrese

Progrese byla charakterizovana v souladu s definici WHO [96]. Progrese odpovida v
zaznamech uzivané charakteristice ,,reccurence of disease" (RD), vznik nového nadoru

nebo zvétseni jednoho ¢i vice lozisek nejméné o 25%.

Bezpriznakové preziti (disease-free survival DFI)

Bezptiznakové preZiti bylo charakterizovana v souladu s definici WHO [96]. Pocita

od dosazeni celkové remise az do vzniku recidivy.

Celkova doba pieziti (overall survival — OS)

Celkova doba preziti bylo charakterizovdna v souladu s definici WHO [96].
Celkova doba pfeziti je obvykle vypocitana od zahdjeni 1é¢by resp. od data stanoveni

diagnozy do smrti pacienta.

Klinické stavy byly vyhodnoceny na zéklad¢ ambulantniho zaznamu o zdravotnim
stavu pacienta uvedené¢ho onkologem nebo chirurgem a na zakladé¢ vysledkl
pravidelného stagingu pacientt s kolorektalnim karcinomem.

Udaje o klasifikaci nadoru a indikované terapii byly ziskany z dokumentace na
Chirurgické klinice FN Plzen (pfednosta prof. MUDr. L. Tfeska DrSc.). Ambulantni
karty Onkologického a radioterapeutick¢ho oddéleni FN Plzen (pfednosta MUDr. J.
Finek, Ph.D.). Informace o stavu pacienti byly ziskany také z tady onkologickych
oddélni v Ceské republice a Gidaje o preziti ze Zapadodeského onkologického registru
(vedouci MUDr. M. RouSarova).

Udaje o gradingu nadoru byly ziskdny z dokumentace na piislusném oddéleni, nebo
ptimo z Ustavu patologické anatomie LF a FN Plzei (pfednosta prof. MUDr. Michal
Michal).

4.6. Statisticka analyza
Statistickd analyza vstupniho souboru byla provedena s uzitim software S.A.S.

(Statistical Analysis Software) verze 8.02 a programu STATISTICA verze 5.1.
(grafické vystupy). Byla provedena deskriptivni statistika vstupniho souboru. Dale testy

relativni Cetnosti. Pro porovnani distribuci jednotlivych parametr v rdznych skupinach
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byly pouzity neparametrické testy, Kruskal-Wallisiiv test a Wilcoxonliv test,
pouzivané pro skupiny s negaussovské rozlozenim zkoumanych znakl. Pro zjiSténi
zavislosti zkoumanych znakl v jednotlivych skupinach, vzhledem k distribuci téchto
proménnych, byl pouzit Pearmantv koeficient korelace.

Pro zjisténi vlivu jednotlivych proménnych na délku celkového preziti (OS),
respektive délku bezptiznakového obdobi (DFI) byla pouzita Kaplan-Meierova metoda
odhadu distribu¢ni funkce pieziti a dale pak byly pocitany tzv. log-rank test a Wilcoxon
test. U spojitych proménnych byl vztah mezi celkovym ptezitim (respektive DFI) a
danou proménnou zkouman pomoci testii asociace (Wilcoxon test, log-rank test). Staii

vzorkl a dostupnosti dat byl zkoumany ¢asovy interval omezen na 5 resp. 7 let.
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5. Vysledky

5.1. Exprese mRNA MMP-2, MMP-7, TIMP-1 a TIMP-2 u nadorovych
linii HT29, SW480 a SW620

5.1.1. Zmérené hodnoty exprese geni GAPDH, MMP-2, TIMP-2, MMP-7

a TIMP-1 u nadorovych linii HT29, SW480 a SW620

V tabulce 11 jsou hladiny relativni exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, TIMP-1 a MMP-7
u jednotlivych linii. V tabulce 12 jsou hodnoty exprese stejnych genti, hodnoty jsou
uvedeny absolutné, tzn. pocet kopii na 1 buitku. Zatimco mRNA MMP-7, TIMP-2 a
TIMP-1 jsme detekovali u vSech nadorovych linii, mRNA MMP-2 jsme detekovali
pouze u linii SW620 a SW480.

Tabulka 11: hladiny relativni exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, TIMP-1 a MMP-7

u nadorovych linii

nadorova

linie MMP-7/GAPDH | TIMP-1/GAPDH | MMP-2/GAPDH | TIMP-2/GAPDH | MMP-2/TIMP2
HT29 46,43532169 0,925589914 0 0,001361401 0

SW620 0,150213583 9,195138872 3,251E-07 0,002428174 0,000133887
SW480 0,043743799 8,671500834 4,20545E-06 0,008135097 0,000516952

Tabulka 12: hladiny absolutni exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, TIMP-1a MMP-7

u nadorovych linii (pocet kopii cDNA vztazeny na 1 bunku)

nadorova

linie MMP-7 TIMP-1 MMP-2 TIMP-2 MMP-2/TIMP-2
HT29 125,1405823 |2,4944128 0 0,0036689 0

SW620 0,0924106 5,6568007 0,0000002 0,0014938 0,000133887
SW480 0,105348291 |20,88359545 |0,0000016 0,003095067 | 0,000516952

5.2. Exprese mRNA MMP-2, MMP-7, TIMP-1 a TIMP-2 u tkanovych

vzorku kolorektalniho karcinomu

5.2.1. Zmérené hodnoty exprese geni GAPDH, MMP-2, TIMP-2, MMP-7

a TIMP-1 v zavislosti na chorobném postiZeni kolorektalni tkané

V tabulce 13 jsou hladiny relativni exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, TIMP-1

a MMP-7 a jejich rozdily mezi normalni tkdni (skupina NORM) a nadorovou maligni
tkani (skupina TUM). Hladina exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 je
signifikantné zvySend u nddorové maligni tkané (skupina TUM) ve srovnani s normalni

tkani (skupina NORM) (p<0.0020, p<0.0467, p<0.0007, p< 0.0003).
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Tabulka 13: Relativni hladiny specifickych mRNA kopii MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a
TIMP-1. Hodnota p vyjadifuje statisticky rozdil mezi nddorovou maligni tkéni a

normalni tkani (Wilcoxoniv test).

mRNA

normailni tkani (n=19)

nadorova tkan (n=38)

rozpéti 25%-75%

rozpéti 25%-75%

MMP-2/GAPDH 0-0 0 - 0,00035 0.0020
TIMP-2/GAPDH 0-0 0-0,0028 0.0467
MMP-7/GAPDH 0-0 0 - 3,2560 0.0007
TIMP-1/GAPDH 0-0.2394 0.0839-26.0146 0.0003

Hladiny relativni exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, TIMP-1 a MMP-7 a jejich
rozdily mezi tkani benigniho onemocnéni (skupina BENIGN) a nadorovou maligni
tkani (skupina TUM) jsou v tabulce 14. Zjistili jsme, Ze hladina exprese je signifikantné
zvysena pouze u mMRNA MMP-2 nadorové maligni tkan¢ (skupina TUM) ve srovnani s
benigni tkani (p<0.0464). Rozdil v hladin¢ exprese mRNA TIMP-2 , MMP-7
a TIMP-1 mezi nadorovou a benigni tkdni nebyl zjistén (p< 0.4042, p<0.1139,
p<0.0780).

Tabulka 14: Relativni hladiny specifickych mRNA kopii MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a
TIMP-1. Hodnota p vyjadfuje statisticky rozdil mezi nddorovou maligni tkéni a benigni

tkani (Wilcoxontv test).

mRNA benigni onemocnéni (n=11) nadorova tkan (n=38)

rozpéti 25%-75% rozpéti 25%-75% P
MMP-2/GAPDH 0-0 0 - 0,00035 0.0464
TIMP-2/GAPDH 0-0.0015 0 - 0,0028 0.4042
MMP-7/GAPDH 0-1.10987 0 - 3,2560 0.1139
TIMP-1/GAPDH 0-20.3014 0.0839 - 26.0146 0.0780

V tabulce 15 jsou hodnoty exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 a
jejich porovnani mezi normalni tkani (skupina NORM) a benigni tkédni (skupina
BENIGN). Protoze jsme nenasli rozdily v trovni exprese genit MMP-2, TIMP-2, MMP-
7 a TIMP-1 mezi skupinami NORM an BENIGN (p<0.2231, p<0.4615, p<0.2691,
p<0.2932) spojili jsme vzorky téchto tkéni do jedné skupiny, kterda umoziuje sledovat

rozdily mezi maligni tkéni a tkani bez maligniho postizeni, tabulka 16.
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Tabulka 15: Relativni hladiny specifickych mRNA kopii MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a
TIMP-1. Hodnota p vyjadfuje statisticky rozdil mezi normalni tkédni a benigni tkdni
(Wilcoxontiv test).

mMmRNA normalni tkani (n=19)| benigni onemocnéni (n=11)

rozpéti 25%-75% rozpéti 25%-75% P
MMP-2/GAPDH 0-0 0-0 0.2231
TIMP-2/GAPDH 0-0 0-0.0015 0.4615
MMP-7/GAPDH 0-0 0-1.10987 0.2691
TIMP-1/GAPDH 0-0.2394 0-20.3014 0.2932

Hladiny relativni exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, TIMP-1 a MMP-7 a jejich
rozdily mezi normalni tkéni s benigni tkani (skupina NORM + skupina BENIGN) a
nadorovou maligni tkdni (skupina TUM) jsou v tabulce 4. Zjistili jsme, ze hladina
exprese mMRNA MMP-2, MMP-7 a TIMP-1 je signifikantné zvySend u nadorové
maligni tkédn¢ (skupina TUM) ve srovnani s normdlni a benigni tkdni (p<0.0005,
p<0.0004, p<0.0007). Rozdil v hladin¢ exprese mRNA TIMP-2 mezi nadorovou

maligni a nemaligni tkéni byl hrani¢ni (p< 0.0549).

Tabulka 16: Relativni hladiny specifickych mRNA kopii MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a
TIMP-1. Hodnota p vyjadiuje statisticky rozdil mezi jednotlivymi nadory a kontrolni
skupinou (Wilcoxontv test).

mMRNA zdrava tkan + benigni onemocnéni (n=30) |nadorova maligni tkah (n=38)

rozpéti 25%-75% rozpéti 25%-75% P
MMP-2/GAPDH 0-0 0 - 0,00035 0,0005
TIMP-2/GAPDH 0-0,0001 0-0,0028 0,0549
MMP-7/GAPDH 0-0 0-3,2560 0,0007
TIMP-1/GAPDH 0 - 0,6665 0.0839 - 26.0146 0,0004

Exprese jednotlivych gent MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 nebyla ve skupinach
TUM, BENIGN a NORM) pritomna u vSech vzorkll, a proto jsme zjistovali, zda
pritomnost mRNA jednotlivych gena (relativni Cetnosti stanovené¢ho parametru) neni
pro nékterou skupinu statisticky vyznamné ¢astéjsi neZ pro jinou. Vysledky pfitomnosti
mRNA MMP-2, TIMP-2, MMP-7, TIMP-1 u jednotlivych skupin jsou shrnuty
v tabulce 17.

Messenger RNA MMP-2 byla ptitomna u 42% (16 z 38) vzorkil nddorové maligni
tkané a nebyla pfitomna u 58% (22 z 38) vzorki nadorové maligni tkané. U nemaligni
tkan¢ byla mRNA MMP-2 detekovéana ve 3% (1 z 30) a v 97% (29 z 30) byl jeji vyskyt

negativni.



5. Vysledky

76

Tabulka 17: Cetnosti stanoveného parametru mRNA u vzorkd nadorové kolorektalni

tkané€ a nenadorové kolorektalni tkan¢ (normalni tkan + benigni onemocnéni)

skupina detegovana mRNA |nedetegovana mRNA
N MMP-2 N (%) MMP-2 N (%)
zdrava tkan + benigni onemocnéni 30 1 (3%) 29  (97%)
nadorova tkan 38 16 (42%) 22  (58%)
N TIMP-2 N (%) TIMP-2 N (%)
zdrava tkan + benigni onemocnéni 30 8 (27%) 22  (73%)
nadorova tkan 38 21 (55%) 17  (45%)
N MMP-7 N (%) MMP-7 N (%)
zdrava tkan + benigni onemocnéni 30 5 (17%) 25 (83%)
nadorova tkan 38 25 (66%) 13 (34%)
N TIMP-1 N (%) TIMP-1 N (%)
zdrava tkan + benigni onemocnéni 30 14 (47%) 16 (53%)
nadorova tkan 38 35  (92%) 3 (8%)

Pritomnost mRNA MMP-2 byla nalezena signifikantné ¢astéji (p<0.003) u nadorové
maligni tkan¢€ nez u nemaligni tkdné (skupina NORM+ skupina BENIGN). Také pfi
porovnani ptitomnosti mRNA MMP-2 u nadorové maligni tkané a zdravé tkané (group
NORM, p<0.001) a ptitomnosti mRNA MMP-2 u nddorové maligni tkan€ a benigni
tkan¢ (group BENIGN, p<0.04) byl nalezen signifikantni rozdil (viz. tabulka ¢.18).

Tabulka 18: Hodnoty statistické vyznamnosti (p-value) pfitomnosti mRNA MMP-2,
TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 u vzorkdl nadorové kolorektalni tkan¢ a nenadorové
kolorektélni tkan¢ (zdrava tkan + benigni onemocnéni)

test relativni Cetnosti p -value
MMP-2 TIMP-2 MMP-7 TIMP-1
nadorova tkan X nenadorova tkan p<0,003 p<0,05 p<0,0001 | p<0,0001
nadorova tkan X normalni tkan p<0.001 |p<0.04 p<0,0002 [p<0,0001
nadorova tkan X benigni tkan p<0.04 p<0.4 p<0.0276 |p<0.0047

Zastoupeni jednotlivych stddii u mRNA MMP-2 pozitivnich vzorkli kolorektalniho
karcinomu bylo nasledujici: stage I 0%, stage II 40% (6 z 15), stage III 40% (6
z 15),stage IV 20% (3 z 15).

V tabulce 17 jsou dale uvedeny relativni Cetnosti stanoveného parametru mRNA
TIMP-2 u vzorkd nddorové maligni tkdn¢ a nemaligni tkdné (group NORM + group
BENIGN). Messenger RNA TIMP-2 byla ptitomna u 55% (21 z 38) vzorki nadorové
maligni tkan€ a nebyla pfitomna u 45% (17 z 38) vzorkll maligni tkdné. U nemaligni
tkan¢ byla mRNA TIMP-2 detekovana ve 27% (8 z 30) a v 73% (22 z 30) byl jeji

vyskyt negativni.
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Pokud jsme vyhodnotili pfitomnost mRNA TIMP-2 u nddorové tkan¢ ve srovnani
s kontrolni skupinou (group NORM-+group BENIGN) byla signifikance hrani¢né
vyznamnd (p<0.05). Pfi porovnani pfitomnosti mRNA TIMP-2 u nadorové tkané¢ a
zdravé tkané (skupina NORM) jsme nalezli statisticky vyznamny rozdil (p<0.04), u
nadorové tkané a benigni tkdné (group BENIGN) nebyl nalezen signifikantni rozdil
(p<0.4) (viz. tabulka 18).

Zastoupeni jednotlivych stddii u mRNA TIMP-2 pozitivnich vzorka kolorektdlniho
karcinomu bylo nasledujici: stage I 0%, stage 11 38% (8z 21), stage 11 38%
(8 z21),stage IV 24% (5 z 21).

Messenger RNA MMP-7 byla pfitomna v 66% (25 z 38) u nadorovych vzorkl a
nebyla detekovéana u 34% (13 z 38). U kontrolni tkdn¢ byla mRNA MMP-7 detekovéana
v 17% vzorku (5 z 30), a u 83% (25 z 30) nalezena nebyla, tabulka 17. Pfitomnost
mRNA MMP-7 byla signifikantné Castéjsi (p<0.0001) v nadorové tkani, nez v kontrolni
tkani. (skupina NORM + skupipna BENIGN). Pokud jsme porovnali pfitomnost MMP-
7 u nadorové tkané (skupina TUM) a normalni tkan¢ (skupina NORM) zjistili jsme
signifikantn¢  castéj$i pfitomnost (p<0.0002) v nadorové tkani. Stejné tak byla
signifikantn¢ Castéj$i ptfitomnost v nadorové tkani (skupina TUM) v porovnani s
benigni tkani (skupina BENIGN) (p<0.0276), tabulka 18.

Zastoupeni jednotlivych stddii u mRNA MMP-7 pozitivnich vzorkli kolorektalniho
karcinomu bylo nasledujici: stage I 4% (1 z 25), stage I1 40% (10 z 25), stage 111 28% (7
z 25),stage IV 28% (7 z 25).

Messenger RNA TIMP-1 byla detekovana v 92% (35 z 38) u nadorovy vzorkl a
nebyla nalezena u 8% (3 z 38) vzorkl. U kontrolni tkdn¢ byla stanovena mRNA TIMP-
1 u47% (14 z30) vzorkd, a u 53% (16 z 30) nalezena nebyla, tabulka 17. Pfitomnost
mRNA TIMP-1 byla signifikantné vyssi (p<0.0001) u nadorové tkan€ v porovnani s
kontrolni (skupina NORM + skupina BENIGN). Také ptitomnost TIMP-1 mRNA v
nadorové tkani byla signifikantné Castéjsi (p<0.0001) nez v normalni tkani (skupina
NORM). Stejné tak byla signifikantn¢ cCastéjsi pritomnost v nddorové tkani (skupina
TUM) v porovnani s benigni tkani (skupina BENIGN) (p<0.0047), tabulka 18.
Zastoupeni jednotlivych stddii u mRNA TIMP-1 pozitivnich vzorkl kolorektalniho
karcinomu bylo nésledujici: stage I 3% (1 z 35), stage I 37% (13 z 35), stage III 31%
(11 z 35),stage IV 29% (10 z 35).
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Vzhledem k funk¢ni zavislosti MMP-2 a TIMP-2, stanovili jsme pomér mRNA

MMP-2/TIMP-2 a korelovali jej se stadium nddorového onemocnéni. Jak je vidét na
obrazku 10, vyssi stadium nadorového onemocnéni koreluje s vy$§im medianem hodnot
poméru MMP-2/TIMP-2 (stage II: 0.29 (median), stage III: 0.69, stage IV: 2.71) ale

neregistrovali jsme statistickou signifikanci (p<0.58).

Obrazek10: Pomér mRNA MMP-2/TIMP-2 u stadii nadorového onemocnéni
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5.2.2. Zmérené hodnoty exprese geni GAPDH, MMP-2, TIMP-2, MMP-7
a TIMP-1 v zavislosti na stadiu onemocnéni

Hladiny relativni exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, TIMP-1 a MMP-7 a jejich
rozdily mezi stadii onemocnéni I a II oproti stadiim IIT a IV jsou v tabulce 19. Nezjistili
jsme zadné signifikantni rozdily v hladinach exprese mRNA TIMP-2 , MMP-7 a
TIMP-1 mezi stadii I, II versus IIL, IV (p< 0.8044, p<0.8278, p<0.7167, p<0.4083).

Tabulka 19: Relativni hladiny specifickych mRNA kopii MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a
TIMP-1. Hodnota p vyjadiuje statisticky rozdil mezi stadii I, 11 a stadii III, IV

(Wilcoxontiv test).
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mRNA stadium | + 11 stadium Il + IV D
n rozpéti 25%-75% n rozpéti 25%-75%
MMP-2/GAPDH |15 0 -0.0003 23 0 - 0.0004 0.8044
TIMP-2/GAPDH |15 0-0.0033 23 0-0,0028 0.8278
MMP-7/GAPDH |15 0-2,8318 23 0-1,6036 0.7167
TIMP-1/GAPDH |15 1,4426 - 17,5642 23 0,0522 - 5,3530 |0.4083

V tabulce 20 jsou hodnoty hladin exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a
TIMP-1 a  statistické vyznamnosti vzorka kolorektadlniho karcinomu pacienta
diagnézou karcinomu kolonu (dg. CI8) v.s. pacienti s diagnézou karcinomu
rektosigmoidedlniho spojeni a rekta (dg. C19 a C20). V hladindch exprese mRNA
MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 jsme rozdil mezi vzorky pacientli diagnézy C18
v.s. C19 a C20 nezaznamenali (p<0.2949, p<0.2473, p<0.7689, p<0.3745).

Tabulka 20: Hodnoty hladin exprese mRNA MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 u
vzorku kolorektalniho karcinomu pacientli diagnézou karcinomu kolonu, karcinomu

rektosigmoidealniho spojeni a rekta (dg. C18, C19, C20) (Wilcoxontv test).

diagn6za C18 diagnéza C19 + C20
MRNA T rozpeti 25%-756% | n | rozpéti 25%-75% P
MMP-2 | 17 0-0.0015 20 0 - 0.0002 0.2949
TIMP-2 | 17 0 - 0.0005 20 0-0.0101 0.2473
MMP-7 | 17 0-6.1422 20 0-2.9156 0.7689
TIMP-1 | 17 0.1712 - 0.2644 20 0.0681 - 10.3096 0.3745

5.2.3. Vztah exprese genii GAPDH, MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 k vyvoji
nadorového onemocnéni

Hladina exprese mRNA genit GAPDH, MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 ve
vztahu k vyskytu vzdalenych metastaz (bez ohledu na lokalizaci) béhem 5-ti letého
sledovani pacientii s kolorektalnim karcinomem, v prabéhu dispenzarni péce, je

uvedena v tabulce 21.

Tabulka 21: Hladina exprese mRNA genit GAPDH, MMP-2, TIMP-2, MMP-7
a TIMP-1 ve vztahu k vyskytu vzdalenych metastaz (bez ohledu na lokalizaci) béhem

5 letého sledovani pacienti s kolorektalnim karcinomem (Wilcoxontiv test).
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meta pfitomny meta nepfitomny
MRNA T 0708t 25%-75% | n | rozpéti 25% 75% P
MMP-2 | 16 0 - 0.0008 22 0 - 0.0003 0.8317
TIMP-2| 16 0 - 0.0066 22 0 - 0.0028 0.8415
MMP-7 | 16 0-4.6990 22 0-2.8319 0.9165
TIMP-1] 16 0.0681 - 6.0113 22 1.2527 - 26.2166 0.5099

Ptitomnosti mRNA genit GAPDH, MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 ve vztahu
k vyskytu vzdalenych metastdz (bez ohledu na lokalizaci) béhem 5 letého sledovéani
pacienti s kolorektalnim karcinomem, v priibéhu dispenzéarni péce, je uvedena v tabulce
22. Jako ptitomnost daného genu byla hodnocena exprese > 0. Hladina exprese genu

rovna 0 byla hodnocena jako nepfitomnost danéhé genu.

Tabulka 22: Pfitomnosti mRNA geni GAPDH, MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 ve
vztahu k vyskytu vzdalenych metastaz (bez ohledu na lokalizaci) béhem 5 letého

sledovani pacientti s kolorektalnim karcinomem (test relativni Cetnosti).

MMP-2 TIMP-2 MMP-7 TIMP-1
meta ano mRNA pfitomna 5 8 9 14
mRNA nepfitomna 10 7 6 1
meta ne mRNA pfitomna 11 13 16 21
mRNA nepfitomna 12 10 7 2
p - value 0,366 0,8098 0,5286 0,8275

5.2.4. Korelace mezi hladinami exprese mRNA geni GAPDH, MMP-2, TIMP-2,
MMP-7 a TIMP-1

V tabulce 23 jsou uvedeny hodnoty Spearmanova korela¢niho koeficientu
a statistické vyznamnosti mezi hladinami exprese MMP-2 v.s. MMP-7, MMP-2 v.s.
TIMP-2, MMP-7 v.s. TIMP-1, TIMP-2 v.s. TIMP-1, MMP-2 v.s. TIMP-1, MMP-7 v.s.
TIMP-2. Vzajemna negativni korelace (r=-0.85) mezi mRNA MMP-7 a mRNA TIMP-2
byla vyrazné¢ signifikantni (p<0.0001). Dalsi vziajemné korelace byly statisticky

nevyznamne.

Tabulka 23: Hodnoty Spearmanova korela¢niho koeficientu a statistické vyznamnosti

mezi hladinami exprese.

nadorova tkan Spearmantv korelacni koeficient p - value
MMP-2 X MMP-7 -0.17802 0.5426
MMP-2 X TIMP-2 0.30989 0.2809
MMP-7 X TIMP-1 -0.26154 0.3664
TIMP-2 X TIMP-1 0.16923 0.5630
MMP-2 X TIMP-1 0.28791 0.3182
MMP-7 X TIMP-2 -0.84615 0.0001
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5.2.5. Zavislost délky bezpriznakového obdobi (DFI) na expresi geni MMP-2,
TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1

Hodnotili jsme zévislost délky bezptiznakového obdobi (DFI) na pfitomnosti, ¢i
nepfitomnosti exprese daného genu. Jako pfitomnost exprese daného genu jsme
hodnotili exprese jejichz hodnota poctu kopii byla > nez 0. Neptitomnou expresi daného
genu jsme hodnotili jako expresi, jejichZ hodnota poctu kopi byla = 0. Sledovali jsme 2,
3 a 5-ti leté bezptiznakové obdobi. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 24. Pii statistickém hodnoceni vlivu pfitomnosti exprese geni MMP-2, TIMP-
2, MMP-7 a TIMP-1 nebyl prokdzan vliv pfitomnosti zddného genu na délku
bezptiznakového obdobi, tabulka 24.

Tabulka 24: Zavislost délky bezptiznakového obdobi (DFI interval) na pfitomnosti, ¢i

nepfitomnosti exprese dané¢ho genu.

mRNA |DFl interval (roky)| p-Wilcoxon test | p-Log-rank test
2 0.5019 0.6953
MMP-2 3 0.5019 0.6953
5 0.5196 0.6268
2 0.9455 0.9632
MMP-7 3 0.9455 0.9632
5 0.9197 0.9676
2 0.6051 0.5168
TIMP-1 3 0.6051 0.5168
5 0.6525 0.6232
2 0.5025 0.8763
TIMP-2 3 0.5025 0.8763
5 0.6580 0.6997

5.2.6. Zavislost délky celkového preZziti na expresi geni MMP-2, TIMP-2, MMP-7
a TIMP-1

Hodnotili jsme zavislost délky celkového pteziti (OS) na pfitomnosti, Ci
nepfitomnosti exprese daného genu. Jako pfitomnost exprese daného genu jsme
hodnotili exprese jejichZ hodnota poctu kopii byla > nez 0. Neptitomnou expresi dané¢ho
genu jsme hodnotili jako expresi, jejichz hodnota poctu kopii byla = 0. Sledovali jsme
2, 3 a 5-ti leté bezptiznakové obdobi. Pii statistickém hodnoceni vlivu pfitomnosti
exprese genit MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 nebyl prokazan vliv pifitomnosti

zadného genu na délku celkového pieziti, tabulka 25.
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Tabulka 25: Zavislost délky celkového preziti (OS) na ptitomnosti, ¢i nepfitomnosti

exprese dan¢ho genu.

mRNA | OS interval (roky)| p-Wilcoxon test | p-Log-rank test
2 0.6603 0.8443
MMP-2 3 0.6475 0.8089
5 0.6706 0.9804
2 0.7410 0.6642
MMP-7 3 0.9553 0.9564
5 0.8703 0.8814
2 0.7278 0.8552
TIMP-1 3 0.6482 0.7412
5 0.9527 0.6813
2 0.6930 0.6548
TIMP-2 3 0.9568 0.9859
5 0.9303 0.9815

5.3. Exprese mRNA TS, TP a DPD u tkanovych vzorki kolorektalniho

karcinomu

5.3.1. Hodnoty exprese genii TS, TP a DPD v zavislosti na typu kolorektalni tkané
V tabulka 26 jsou hladiny exprese mRNA TS, TP a DPD a jejich rozdily mezi

normdlni tkdni (skupina NORM) a nadorovou maligni tkani (skupina TUM).

Nezaznamenali jsme rozdil v hladinach exprese mRNA TS, TP a DPD mezi nadorovou

maligni tkani (skupina TUM) a normalni tkani (skupina NORM), (p< 0.0978, p<
0.4046, p< 0.5403).

Tabulka 26: Hladiny specifickych mRNA kopii TS, TP a DPD. Hodnota p vyjadiuje

statisticky rozdil mezi nddorovou maligni tkani a normalni tkani (Wilcoxoniv test).

mRNA normalni tkan nadorova tkan D

n |rozpéti 25%-75% n |rozpéti 25%-75%
TS 12 | 2.2600-41.1150 | 33 | 9.0000 - 62.6000 [0.0978
TP 9 | 0.2700-24.2900 | 30 | 1.2900 - 19.5900 |0.4046
DPD 1 4.1800-4.1800 | 16 | 3.0450 - 39.4350 |0.5403

Hladiny exprese mRNA TS, TP a DPDa jejich rozdily mezi tkani benigniho
onemocnéni (skupina BENIGN) a nadorovou maligni tkéni (skupina TUM) jsou
v tabulce 27. Nezaznamenali jsme rozdil v hladinach exprese mRNA TS, TP a DPD
mezi tkani benigniho onemocnéni (skupina BENIGN a nadorovou maligni tkani

(skupina TUM) (p< 0.7174, p< 0.2028, p< 0.0935).
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Tabulka 27: Relativni hladiny specifickych mRNA kopii TS, TP a DPD. Hodnota p

vyjadiuje statisticky rozdil mezi benigni tkani a maligni nadorovou tkani (Wilcoxoniv

test).

mMmRNA tkan benigniho|nadorova tkan p
onemocnéni
n |rozpéti 25%-75% n |rozpéti 25%-75%

TS 9.8200 - 151.8750 (33 (9.0000 - 62.6000 |0.7174

8
TP 6 [3.3200 - 65.4300 30 (1.2900 - 19.5900 (0.2028
DPD 3 [12.7600 - 6390.00 (16 |3.0450 - 39.4350 |0.0935

V tabulce 28 jsou hodnoty exprese mRNA TS, TP a DPD a jejich porovnani mezi
normalni tkéni (skupina NORM) a benigni tkdni (skupina BENIGN). Protoze jsme
nenasli rozdily v urovni exprese geni TS, TP a DPD mezi skupinami NORM a
BENIGN (p<0.2170, p<0.0990, p<0.1797) spojili jsme tyto tkdn¢ do jedné skupiny,

ktera umoznuje sledovat rozdily mezi maligni tkani a tkdni bez maligniho postiZeni.

Tabulka 28: Relativni hladiny specifickych mRNA kopii TS, TP, DPD a CEA. Hodnota

p vyjadiuje statisticky rozdil mezi normalni tkani a benigni tkdni (Wilcoxontlv test).

mRNA normalni tkan tkan benigniho onemocnéni D
n rozpéti 25%-75% n rozpéti 25%-75%
TS 12 | 2.2600 - 41.1150 8 9.8200 - 151.8750 0.2170
TP 9 0.2700 - 24.2900 6 3.3200 - 65.4300 0.0990
DPD 1 4.1800 - 4.1800 3 12.7600 - 6390.00 0.1797

Hladiny relativni exprese mRNA TS, TP a DPD a jejich rozdily mezi nemaligni
tkani (skupina NORM + skupina BENIGN) nadorovou maligni tkani (skupina TUM)
jsou v tabulce 29. Nenasli jsme rozdily v urovni exprese genit TS, TP a DPD mezi
skupinami skupina NORM + skupina BENIGN a skupinou TUM (p<0.3262, p<0.9042,
p<0.2568).

Tabulka 29: Relativni hladiny specifickych mRNA kopii TS, TP aDPD. Hodnota p
vyjadiuje statisticky rozdil mezi nemaligni nadorovou tkédni a maligni tkéani

(Wilcoxoniiv test).

mRNA zdrava tkan + benigni onemocnéni nadorova tkan D

n rozpéti 25%-75% n |rozpéti 25%-75%
TS 20 9.0000 - 62.60000 33 | 9.0000 - 62.6000 |0.3262
TP 15 1.2900 - 19.5900 30 | 1.2900 - 19.5900 |0.9042
DPD 4 3.0450 - 39.4350 16 | 3.0450 - 39.4350 |0.2568
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5.3.2. Hodnoty exprese genii TS, TP a DPD v zavislosti na stidiu onemocnéni

V tabulce 30 jsou hodnoty hladin exprese mRNA TS, TP, DPD a CEA u vzorki
kolorektalniho karcinomu pacientt stadii I, I v.s. III, IV a statistické vyznamnosti.
Nezaznamenali jsme rozdil v hladina exprese mRNA TS, TP, DPD a CEA mezi vzorky
pacientt stadii I, II a II1, IV, (p< 0.7066, p< 0.9307, p< 0.3335).

Tabulka 30: Hladiny exprese mRNA TS, TP, DPD a CEA u vzorku kolorektalniho

karcinomu pacientu stadii I, IT a III, IV(Wilcoxontv test).

stadium | + || stadium Il + 1V

MRNA T rozpeti 25%-75% | 1 | rozpdti 25%-75% P
TS 14 | 11,31- 133,000 | 18 | 7.1600 - 62.6000 | 0.7066
TP 13| 1,74-1959 | 16| 0.9150 - 20.3250 | 0.9307

DPD 9 | 4.7-59.40000 | 6 | 1.63-18.9000 | 0.3335

Hodnoty hladin exprese mRNA TS, TP a DPD u vzorku kolorektalniho karcinomu
pacientu stadii I, I, IIT v.s. IV jsou v tabulce 31. Také jsme nezaznamenali rozdil
v hladina exprese mRNA TS, TP a DPD mezi vzorky pacient stadii I, IT a III, IV,
(p<0.7396, p< 0.8656, p< 0.4405).
Tabulka 31: Hladiny exprese mRNA TS, TP a DPD u vzorkl kolorektalniho karcinomu
pacientd stadii I, I, IIT v.s. IV (Wilcoxontv test).

mRNA stadium | + I + 1lI stadium IV D
n | rozpéti 25%-75% | n | rozpéti 25%-75%
TS 23 16.3600 - 133.0000| 9 | 9.9800 -48.8100 | 0.7396
TP 211 1.3100-19.5900 | 8 | 0.9150 - 19.2450 | 0.8656
DPD 12 | 3.3750-39.1500 | 3 | 0.0400 - 19.4700 0.4405

V tabulce 32 jsou hodnoty hladin exprese mRNA TS, TP a DPD a statistické
vyznamnosti vzorktl kolorektdlniho karcinomu pacienti diagnézou karcinomu kolonu
(dg. C18) v.s. pacienti s diagndzou karcinomu rektosigmoidealniho spojeni a rekta (dg.
C19 a C20). Zaznamenali jsme hrani¢né signifikantni rozdil (p<0.0525) v expresi
mRNA TS. V hladinach exprese mRNA TP a DPD jsme rozdil mezi vzorky pacientl
C18 v.s. C19 a C20 nezaznamenali (p<1.0000, p<0.6916), tabulka 32.

Tabulka 32: Hodnoty hladin exprese mRNA TS, TP a DPD u vzorku kolorektalniho
karcinomu pacientti diagnézou karcinomu kolonu, karcinomu rektosigmoideéalniho

spojeni a rekta (dg. C18, C19, C20) (Wilcoxoniiv test).
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diagnéza C18 diagnoza C19 + C20
MRNA - Trozpeti 25%-75% n_|rozp&ti 25%-75% P
TS 16 22.8250 - 131.8000 16 5.4600 - 42.2700 0.0525
TP 15 1.3100 - 16.7000 14 0.5400 - 23.9500 1.0000
DPD 8 4.3700 - 36.1000 7 1.6600 - 19.4700 0.6916

5.3.3. Zavislost délky bezpriznakového obdobi (DFI) na expresi gent
TS, TP a DPD

Hodnotili jsme zavislost hladiny exprese genti TS, TP a DPD na bezptiznakového
obdobi (DFI). Sledovali jsme 7 leté obdobi. Pfi statistickém hodnoceni vlivu exprese
genit TS, TP a DPD nebyla prokazana statisticky signifikantni korelece mezi expresi

téchto genu a bezptiznakovym obdobim, tabulka 33.

Tabulka 33: Zavislost délky bezpiiznakového obdobi na hladin¢ exprese daného genu.

MRNA DFI (roky) p-Wilcoxon test| p-Log-rank test
TS 7 0,5284 0,5610
TP 7 0,2192 0,1308
DPD 7 0,8510 0,9599

5.3.4. Zavislost délky celkového preziti na expresi geni TS, TP a DPD

Hodnotili jsme zavislost hladiny exprese gentt TS, TP a DPD na celkovém pteziti
(OS). Sledovali jsme 7 leté¢ obdobi. Pii statistickém hodnoceni vlivu exprese genii TS,
TP a DPD nebyla prokazéana statisticky signifikantni korelece mezi expresi téchto genu

celkovym piezitim, tabulka 34.

Tabulka 34: Zavislost délky celkového pteziti (OS) na hladin€ exprese daného genu.

mRNA | OS interval (roky)| p-Wilcoxon test| p-Log-rank test
TS 7 0,9065 0,5785
TP 7 0,1010 0,0803
DPD 7 0,4087 0,3251

5.3.5. Vzijemna zavislost exprese DPD, TS a TP
V tabulce 35 jsou uvedeny hodnoty Spearmanova korelacniho koeficientu a
statistické vyznamnosti mezi hladinami exprese TS v.s. DPD, TP v.s. DPD a TP v.s. TS.

Tyto korelace jsme hodnotili u maligni nadorové tkané. Vzijemna hrani¢né
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signifikantni, u maligni tkané, byla korelace mezi expresi mRNA TS a mRNA DPD

(p<0.057). Dalsi vz4jemné korelace byly statisticky nevyznamné.

Tabulka 35: Hodnoty Spearmanova korela¢niho koeficientu a statistické vyznamnosti

mezi hladinami exprese TS, TP a DPD u maligni tkané kolonu a rekta.

nadorova tkan Spearmanuyv korelacni koeficient | p - value
TS X DPD 0.5000 0.0577
TP X DPD -0.1447 0.6709
TP X TS 0.0561 0.7723

5.4. Vysledky stanoveni K-ras mutace kodonu 12 u nadorové benigni,

maligni a normalni kolorektalni tkané kolonu a rekta

V tabulce 36 jsou vysledky stanoveni pfitomnosti K-ras mutace kodonu 12 u
nadorové benigni, maligni a normalni kolorektalni tkdné kolonu a rekta. Mutaci kodonu
12 jsme detekovali v 21% (8/38) vzorki kolorektdlniho karcinomu a to v
heterozygotnim stavu, v 9% (1/11) skupiny benignich onemocnéni (jednalo se o vzorek
tkan¢ Crohnovy choroby), také v heterozygotnim stavu. Mutace nebyla detekovana v
normalni tkani.
Tabulka 36: Vysledky stanoveni pfitomnosti K-ras mutace kodonu 12 u nadorové

benigni, maligni a normalni kolorektalni tkané kolonu a rekta

homozygot GGT (zdrava alela) heterozygot
nadorova tkan 30 8
zdrava tkan 19 0
tkan benigniho onemocnéni 10 1

V tabulce 37 je ukazano rozdéleni zastoupeni mutace kodonu 12 K-ras onkogenu podle
stadia onemocnéni. U vzorka 1. stddia mutace nalezena nebyla, u vzorkt II. Stadia byla
nalezena u 5 vzorku, u vzorku kolorektalniho karcinomu II. stiddia byla nalezena u 3

vzorku. A u vzorkd IV. stadia nalezena nebyla.



5. Vysledky 87

Tabulka 37: Rozdé€leni zastoupeni mutace kodonu 12 K-ras onkogenu podle stadia

onemocnéni
nadorova tkan (n=38)
stage heterozygoti pro K-ras kodon 12
I 0 (n=2)
Il 5 (n=14)
1] 3 (n=11)
v 0 (n=11)
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6. Diskuse

6.1. Sledovani exprese genti metodou kvantitativni RT PCR

Incidence a mortalita na kolorektalni karcinom je v Ceské republice jedna
z nejvyssich na svété. Jeden z divodi, pro¢ vice nez 50% kolorektalnich karcinomt je
diagnostikovano v pokrocilém stadiu (stage III a IV) je jejich pozdni diagnostika [97].
Tato situace odpovidd zastoupeni pacientli v nasich skupinach. III. a IV. stadium je
zastoupeno 58% tkanovych vzorkl od pacientl s kolorektalnim karcinomem (22 z 38
pacientit).

Kromé prevence, snaha o snizeni incidence a mortality na kolorektalni karcinom,
predpokladéa ulubsi pochopenim etiopatogenoze tohoto onemocnéni. Na jeho podkladé
vyvoj diagnostickych vySettfeni, kterd by v€asnou diagnézou a zpresnénim prognozy,
tento stav pomohla zvratit. Jednim z takovych vysetfeni by mohlo byt urCeni exprese
genl, jejichz protukty se podileji na nddorovém ristu a genii ucCastnicich se
metabolismu pyrimidind. Takovymi geny jsou také matrixové metaloproteinazy
(MMPs) a jejich inhibitory (TIMPs) [98] a dale se jedna o geny ucastnici se
katabolismu fluorovanych pyrimidint TS, TP a DPD [45].

Stanoveni MMP-2, MMP-7, TIMP-2 a TIMP-1 jako proteini v séru a tkani nebo
jako mRNA ve tkani a lymfatickych uzlinach a jejich korelace se stadiem choroby, byla
publikovana v fad¢ praci, vysledky vSak nejsou jednoznacné [99, 100, 101, 102, 103,
104]. My jsme pouzili pro stanoveni exprese genli a jeji porovnani u nadorové a
normalni tkané kolonu a rekta a korelaci s klinickym stavem onemocnéni, detekci

specifické mRNA. Tu jsme stanovovali nejcitlivéjsi metodou - kvantitativni RT PCR.

6.2. Exprese MMP-2, MMP-7, TIMP-1 a TIMP-2 u nadorovych linii

HT29, SW480 a SW620
Pro stanoveni exprese u naddorovych linii HT29, SW480 a SW620 jsme se rozhodli

ze dvou divodi. Na zakladé literarnich 1udaji jsme expresi matrixovych
metaloproteindz a jejich inhibitorii bunkami nddorovych liniich kolorektalniho
karcinomu piedpokladali [105]. RNA izolovanou z téchto linii jsme proto pouzili jako
zdroj mRNA gent MMP-2, MMP-7, TIMP-1 a TIMP-2. Tim jsme ziskali amplikony
téchto gent, které jsme pouzili pro vytvoreni standard gent MMP-2, MMP-7, TIMP-1

a TIMP-2. Standardy jsou nutné pro kvantitativni stanoveni exprese (kvantitativni

PCR).
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Dale jsme chtéli zjistit, které z téchto genti a v jakém mnoZzstvi jsou u jednotlivych

linii exprimovany. Stejné jako Hewitt et al. jsme detekovali expresi TIMP-1 a TIMP-2 u
nadorovych linii SW480 a SW620 [106]. Hewitt at al. detekoval zvySenou hladinu
TIMP-1 a sniZzenou hladinu TIMP-2 u linie SW620 oproti linii SW480, stanoveni vSak
provedl z kultivaéniho média. Takovéto rozdily exprese jsme nezaznamenali (Uroven
nckolika adl). Autofi také uvadéji, ze tyto vysledky nekoreluji se stanovenim, které
provedli z bunéénych lyzath. To ukazuje, Ze nelze zaménovat a zcela srovndvat exprese
metaloproteindz a jejich inhibitor na trovni nitrobunéénych hladin a hladin
produkovanych extracelularné. Dale jsme detekovali vysokou hladinu exprese MMP-7
u linie HT-29. Exprese je o 2-3 fady vyssi nez u linii SW480 a SW620.
Vzhledem ktomu, Ze linie HT-29 je nadorovou linii grade 2, SW480a SW620 grade 4,
lze usuzovat, Ze exprese MMP-7 se uplatiuje v CasnéjSich stadiich kancerogeneze.
Tento zavér uvadi ve své praci také Kawabata et al. [107], ktery také detekoval vysoké
hladiny MMP-7 u linie HT-29 oproti jinym liniim.

Kawabata et al detekovali u linie HT-29 nizkou hladinu exprese MMP-2, my jsme ji
vSak nezaznamenali. Expresi mRNA MMP-2 jsme vSek detekovali u linii SW480 a
SW620. Byla vsak na té nejnizsi mozné urovni (0,0000016; 0,0000002). Mc Donnell at.
al. ji u linii SW480 a SW620 nezaznamenali [105]. Pro detekci pouzili metody Western
blot a zymografyi, detekovali tudiz protein.

Stanoveni exprese mRNA u linii HT-29, SW480 a SW620 jsme vyhodnotili jak
relativné (stanovovany gen/GAPDH), tak absolutn¢ (pocet kopii cDNA/ 1 buika).
Mame tak moznost porovnat, jestli se tato hodnoceni 1i§i. Poméry mezi expresi mRNA
jednotlivych genti a mezi jednotlivymi nddorovymi liniemi zlstdvaji pfiblizné
zachovany. MiZzeme fici, Ze stanoveni exprese absolutné a relativné je u nadorovych

linii ekvivalentni.

6.3. Exprese MMP-2, MMP-7, TIMP-1 a TIMP-2 u tkanovych vzorki

kolorektalniho karcinomu

6.3.1. Porovnani exprese MMP-2, MMP-7, TIMP-1 a TIMP-2 v kolorektalni tkani
Zjistili jsme, ze hladiny exprese specifické mRNA MMP-2, MMP-7, TIMP-1

a TIMP-2 jsou signifikantn¢ vyssi v kolorektalni nddorové maligni tkani nez v normalni
kolorektélni tkéni. Pozorovani zvySené exprese mRNA MMP-2, MMP-7, TIMP-1 je

v souladu s vysledky Murashige et al. a Collins et al., ktefi popsali zvySenou expresi
mRNA MMP-2 u kolorektalni nadorové tkané a korelaci s Dukes’ Stages [39,108].
Baker et al. a Murashige et al. popsali, ze hladina mRNA TIMP-1, MMP-2 a MMP-9
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byla statisticky signifikantné¢ vys$i u primarni nadorové kolorektalni tkané€, nez u jeji
ptilehlé normalni tkédné [38,39]. Naproti tomu Tutton et al. nezjistili statisticky
signifikantni zmény v expresi mRNA MMP-2 mezi normalni tkdni a nddorovou v
jakémkoliv stadiu onemocnéni, tento vysledek je vSak ojedin€ly [40]. Zaznamenali jsme
statisticky signifikantni zvySeni hladiny exprese mRNA MMP-7 u kolorektalni maligni
tkané oproti normdlni tkani, podobné Brabletz et al. zaznamenali, Ze MMP-7 je
overexprimovana u 80% lidskych kolorektdlnich nadort [109]. Roeb et al._také
detekovali zvySenou expresi mRNA MMP-7 v kolorektalni nadorové tkani [103].

Baker et al. pozorovali zvySeni hladiny exprese mRNA TIMP-2 u normalni
kolorektalni tkan¢ oproti nadorové [38]. My jsme nezaznamenali statisticky
signifikantni rozdil v hladiné¢ exprese mRNA TIMP-2 mezi kolorektalni nadorovou
maligni a nemaligni tkani. Ale pfi porovnani kolorektdlni nddorové maligni tkané a
normalni kolorektalni tkang, jsme naopak zjistili zvySenou expresi TIMP-2 u nadorové
tkdn¢. Také Moran et al. zaznamenal sigfikantné niz§i hladinu mRNA TIMP-2 u
nadorovych vzork [100].

Pomoci vhodnych protildtek by mohlo byt mozné aktivitu matrixovych
metaloproteindz inhibovat, coz by mohlo mit na nddorovou tkan a jeji okoli 1éceby
efekt. Klinicky se jiz né€které preparaty testuji (Bay 12-9566 /fa Bayer/, BB94 /fa British
Biotechnologi/).

6.3.2. Korelace exprese MMP-2, MMP-7, TIMP-1 a TIMP-2 s klinickym stavem
onemocnéni

Déle jsme porovnavali hladinu exprese mRNA nebo pfitomnost mRNA MMP-2,
TIMP-2, MMP-7 and TIMP-1 s klinickym stavem nddorového onemocnéni.

Zjistili jsme, ze vys$imu stadiu onemocnéni odpovida vyssi hodnota medianu poméru
MMP-2/TIMP-2 (median stadium II: 0.29, stadium III: 0.69, stadium IV: 2.71). Collins
et al. popsali, ze pomér MMP-2/TIMP-2 byl vyssi u nddorové kolorektalni tkdn€ nez u
normalni tkané€ [108]. Ornstein pozoroval, Ze pomér TIMP-2/MMP-2 byl dvakrat mensi
a pomér TIMP-2/MT1-MMP byl 1.5-krat mensi u nddorové tkané ve srovnani

s normalni mukozou. Na zdklad¢ téchto vysledkii se domnivame, ze rovnovaha mezi
aktivaci a inhibici MMP-2 je u nddort tlustého stfeva zvySend smérem k aktivaci
MMP-2 [110, 111].

Nezaznamenali jsme statisticky signifikantni rozdil v hladiné exprese mRNA TIMP-2 ,
MMP-7 a TIMP-1 mezi stadii I, II versus III, IV. Také jsme nezaznamenali statisticky
signifikantni rozdil v hladin¢ exprese mRNA TIMP-2 ;, MMP-7 a TIMP-1 mezi



6. Diskuse 9]

pacienty s lokalizaci nadoru v tlustém stfevé a mezi lokalizaci néadoru v
rektosigmoidalnim spojeni a rektu. Nezaznamenali jsme statisticky signifikantni rozdil
v hladiné¢ exprese mRNA TIMP-2 , MMP-7 a TIMP-1 a jejim vztahu k vyzkytu
distalnich metastdz (nehledé¢ na lokalizaci) béhem 5 letého follow-up pacientl s
chirurgicky resekevanym kolorektalnim karcinomem.

Nezaznamenali jsme statisticky signifikantni vliv v pfitomnosti exprese mRNA
MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 na délku bezptiznakového obdobi (DFI) .
Nezaznamenali jsme statisticky signifikantni vliv v pfitomnosti exprese mRNA
MMP-2, TIMP-2, MMP-7 a TIMP-1 na délku celkového preziti (OS). Podobné
statistické hodnoceni exprese publikovali Heslin et al., ktefi nezaznamenali korelaci
mezi velikosti nadorového postizeni nebo AJCC stadiem u karcinomt a expresi mRNA
MMP-2, MMP-7 a MMP-9, kterou stanovili qRT-PCR [112]. Také jsme nezaznamenali
statisticky signifikantni rozdil mezi expresi mRNA MMP-7 v rectu a tlustém stfeve.
Tyto vysledky se shoduji s vysledky Tutton et al., ktefi nezaznamenali signifikantni
zmény v expresi mMRNA MMP-2 mezi normalni tkdni a kolorektalni v jakémkoli stadiu
onemocnéni [40]. Tyto vysledky jsou vSak v protikladu s vysledky jinych laboratofi. Sis
et al. publikoval, ze exprese MMP-2 koreluje s postizenim lymfatickych uzlin a stadiem
onemocnéni, ale nenaSel statisticky signifikantni vztah mezi expresi MMP-2 a
celkovym piezitim [113]. Jung at al. publikovali, Ze upregulace TIMP-2 pozitivné
koreluje s invazivitou do pfilehlych lymfatickych uzlin a zvySena exprese TIMP-2
koreluje s  postizenim lymfatickych uzlin v submukoze [114]. Pouzil vSak
imunohistochemickou metodu detekce. Pouzitim imunohistochemickéhé stanoveni, Joo
et al. zjistil, Ze silna reaktivita TIMP-1 ve stromdlnich buiikach koreluje s vySSim
stddiem a pfitomnosti metastdz v lymfatickych uzlinach [115]. Moran at al. naSel
statisticky signifikantni asociaci mezi hladinou nizkou hladinou TIMP-1 a Spatnou
prognodzou pacienti [116].

Domnivame se, ze skutecnost, Ze jsme nezaznamenali statisticky vyznamné korelace
exprese mMRNA MMP-2, MMP-7, TIMP-2 a TIMP-1 mRNA se stadii onemocnéni
CRC miize souviset s celkovym piistupem ke kvantifikaci exprese gend. Z té vyplyva,
Ze exprese proteaz se stanovuje z jednotkového mnozstvi tkané (100mg) a pro rast a
invazivitu celého tumoru muize byt dalezité celkové mnozstvi exprimovanych protedz,
které je dano celkovou velikosti nadoru.

Dale je tfeba vzit také v uvahu, ze hlavni funkci MMPs je sice pfeména ECM, ale
jednotlivée MMPs maji rGzné, cCasto protichidné, funkce b&hem angiogeneze. V

soucasnosti se ukazuje, Ze MMP-2 a MMP-7 jsou schopny §tépit plazminogen, ktery
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ovliviiuje angiostatin. Ten specificky inhibuje proliferaci endotelovych bunc¢k. TIMPs
jsou ve tkénich hlavnimi endogenimi regulatory aktivity MMPs, ale TIMPs zastavaji 1
dalsi biologické funkce. TIMP-1 a TIMP-2 maji mitogeni aktivitu na fadu buné¢nych
typl,, zaroven overexprese téchto inhibitor tlumi rist nadorovych bunck. Tyto
biologické aktivity jsou nezavislé na inhibi¢ni aktivité¢ metaloproteinaz. Z uvedeného
vyplyva, ze exprese téchto genl a jejich vztah ke klinicko-patologickym projeviim je
komlikovangj$i, nez jsme mysleli a je nutno provést dalsi vyzkum.

Vysledky ukazuji, ze stanoveni mRNA MMP-2, TIMP-2, MMP-7, TIMP-1 pro
uréeni prognézy kolorektalniho karcinomu je sporné. Abnormalni exprese téchto genti
vSak muze poskytnout uziteCny cil pro novou chemoprevenci a adjuvantni

protinadorovou terapii.

6.4. Exprese TS, TP a DPD u tkanovych vzorki kolorektalniho

karcinomu

Zaznamenali jsme hrani¢né signifikantni korelaci mezi expresi TS a DPD
v nddorové tkani. Pro terapeuticky uc¢inek fluoropyrimidint se zda byt klicova vzajemna
korelace obou markert. Pii vysoké expresi TS a zaroven vysoké expresi DPD
v nddorové tkani je pravdépodobna netcinnost 1écby fluoropyrimidiny, protoze je tento
metabolit nejenom rychle syntetizovan, ale také rychle odbouravan. Naopak nizka
exprese obou markerd predikuje senzitivitu k 1é¢bé fluoropyrimidiny [117]. V ndmi
sledovaném souboru jsme nezaznamenali rozdil mezi expresi téchto markert
v kontrolni a nadorové tkani, proto lze predpokladat citlivost k fluoropyrimidinim u
vétSiny nami sledovanych pacientil. Tuto skutecnost ovéiime v dal§im experimentu.

V nasem souboru oba vySe uvedené markery nekorelovaly sexpresi TP. Rozdil
v expresi TP mezi kontrolni a nadorovou tkani nebyl zaznamenan, stejné jako
Zimovjanova at al., ktefi nenasli signifikantni rozdil v expresi TS, TP a DPD mezi
nadorovou kolorektalni tkéni a ptilehlou mukoézou [45]. Dle jinych autort vSak zvySena
exprese TP vnadorovych builkdch je =z terapeutického hlediska velmi dualezita.
Predikuje totiz specificky ucinek kapecitabinu, jehoz meziprodukty se selektivné
metabolizuji pfimo v nddorovych bunkach. Proto expresi TP v nadorové tkani povazuji
za prediktivni faktor specifického ucinku kapecitabinu v nddorové tkéni [118, 119].

Prokazéani hrani¢né signifikantné zvySené exprese TS u nadorti kolon ve srovnani
s tumory rektosigmoidea a rekta muize predikovat lepSi ucinek fluoropyrimidiny a

raltitrexedu v této nadorové lokalizaci. Je znamo, Ze vysoké hodnoty TS jsou
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negativnim prediktivnim faktorem rezistence nejen pro tyto léky. Toto zjiSténi je
v souladu s klinickou praxi, kde je raltitrexed v monoterapii pouzivan pfedevSim u
pokrocilého karcinomu rekta [120].

Z vyse uvedenych skute¢nosti vyplyva, ze stanoveni TS a DPD by mohlo mit
prediktivni vyznam pro odhad mozné odpovédi na cilenou protinddorovou 1écbu u
koloretktalniho karcinomu.

Déle jsme se vnami zkoumaném souboru zabyvali moZznym prognostickym
vyznamem stanoveni TS, TP a DPD ve vztahu k celkovému pieziti pacientii (OS; 5 let)
a bezptiznakovym obdobim (DFI; 5 let). V nami sledovaném souboru jsme vztah mezi
expresi TS, TP, DPD a celkovym piezitim pacienti a bezpiiznakovym obdobim
nepotvrdili. V literatufe je popisovana zvySena exprese TS a DPD také jako nezavisly
negativni prognosticky faktor celkového preziti, bez zavislosti na terapii [121]. Dale
bylo publikovano nékolik praci, které potvrzuji nejen expresi TP jako nezévislého
prognostického faktoru u kolorektalniho karcinomu, ale také pozitivni korelaci tohoto
markeru se stadiem choroby, gradingem a mirou lymfatické a vendzni invaze nadoru
[122,123]. Vyznam zvySené exprese TP pro prognézu hepatocelularniho karcinomu,

karcinomu prsu a dalSich nadort je v odborné literatute také uvadén [124,125,126].

6.5. Stanoveni K-ras mutace kodonu 12 u nadorové benigni, maligni a

normalni kolorektalni tkané kolonu a rekta

Mutace K-ras onkogenu se v procesu v karcinogeneze kolorektalniho karcinomu
zjisténo, ze mutace K-ras onkogenu jsou nejcastéji lokalizovany v kodonu 12 , 13 a
kodonu 69. ProtoZze se mutace K-ras onkogenu objevuji jiz v casnych stadiich
onkogeneze, jsou spolu s dal§imi mutacemi (napt. nékteré mutace APC genu, markery
MSI) vhodné pro ¢asnou diagnostiku tohoto onemocnéni, napt. ze stolice. Protoze se
naSe laboratof chtéla zaméfit také timto smérem, rozhodli jsme se metodiku stanoveni
mutace kodonu 12, K-ras onkogenu, na vzorcich, u nichz jsme stanovovali exprese
genl. Zaroven jsme chtéli ovétit jejich vyzkyt v tomto souboru vzorkd benigni, maligni
a normalni kolorektalni tkdn¢ kolon a rekta. Literarni udaje uvadéji, ze incidence vSech
mutaci K-ras onkogenu v nadorové tkani kolonu a rekta je od 33-50% [24,127]. My
jsme mutaci kodonu 12 detekovali v 21% (8/38) vzorkt kolorektalniho karcinomu a to

v heterozygotnim stavu, v 9% (1/11) skupiny benignich onemocnéni (jednalo se

o vzorek tkan¢ Crohnovy choroby), také v heterozygotnim stavu. Mutace jsme

nedetekovali v normalni tkani.



7. Zavéry
Autor disertacni prace:

1, Navrhl primery a optimalizoval podminky provedeni kvantitativni PCR pro stanoveni

exprese geni MMP-7, TIMP-1, MMP-2 a TIMP-2.
2, Zaznamenal piitomnost expresi gent GAPDH, TIMP-1 a TIMP-2 u nadorovych linii
HT-29, SW480 a SW620. Zaznamenal vysokou hladinu exprese MMP-7 u linie HT-29.

Exprese je o 2-3 fady vy$si neZ u linit SW480 a SW620. Expresi mRNA MMP-2 u linie
HT-29 nezaznamenal. Expresi mRNA MMP-2 detekoval u linii SW480 a SW620.

3, Zjistil, Ze stanoveni exprese absolutn¢ a relativné je u nadorovych linii ekvivalentni.

4, Prokazal signifikantné vyssi expresi mRNA MMP-7, TIMP-1, MMP-2 a TIMP-2

v nadorové tkdni oproti normalni tkani. Lze vyuzit pfi terapii.

10, Nezaznamenal korelaci pfitomnosti exprese gent MMP-7, TIMP-1, MMP-2
a TIMP-2 s celkovym prezitim a DFI.

6, Zjistil, ze vyssi stadium nadorového onemocnéni odpovida vy$simu medianu hodnot

moméru MMP-2/TIMP-2.
7, Nezaznamenal rozdil mezi expresi genti TS, TP a DPD v kontrolni a nddorové tkani.

8, Zaznamenal hrani¢né signifikantni zvySeni exprese TS u nadort kolon ve srovnani

s tumory rektosigmoidea a rekta. Toto zjisténi Ize vyuzit pii volb¢ terapie.

9, Zaznamenal hrani¢né signifikantni korelaci mezi expresi TS a DPD. Toto zjisténi 1ze

vyuzit pti volbé terapie.

10, Nezaznamenal korelaci hladiny exprese mRNA TS, TP a DPD s celkovym pfezitim
a DFL.
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