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Anotace

Tato bakalafskd prace se zabyvd metodikou semikvantitativniho stanoveni
exprese vinkulinu, ktery patii do skupiny kandidatnich gend, podilejicich se na vzniku
karcinomu prostaty. Prace je rozdélena na ¢ast teoretickou, ve které je popsan karcinom
prostaty, jeho Klasifikace, varianty, diagnostika a genetické zmény, vedouci k jeho
vzniku. Dale jsou zde uvedeny vlastnosti a struktura vinkulinu a zakladni data o metodé
PCR, vcetné nékterych modifikaci, kterou byla stanovena exprese vinkulinu.
V praktické casti jsou vysvétleny postupy metody, je zde uveden soubor pacientd,
vysledky optimalizace metody a hodnoty relativni exprese daného genu u skupiny

pacientll s Casnym tumorem prostaty.

Annotation

This thesis is dedicated to a method of semiquantitative determination of
expression of vinculin, which belongs to a group of candidate genes involved in a
prostate cancer development. The thesis is divided into a theoretical part, in which
prostate cancer, its classification, variants, diagnostic and genetic changes responsible
for prostate cancer development are described. Furthermore the properties, structure of
vinculin and the basic data about the PCR method, including some modifications of the
PCR method by vinculin expression are also discussed in this part. The practical part
deals with procedure methods that are explained. A set of patients, results of
optimization methods and values of a relative gene expression of the vinculin gene in a

group of patients with early prostate cancer are also given there.
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UvoD

Téma své bakalaiské prace jsem si vybrala na zakladé svych dosavadnich
zkuSenosti s metodou PCR v ramci své ptedchozi praxe. Tato metoda mé zaujala, stejné

jako problematika karcinomu prostaty.
1 Teoreticka ¢ast

1.1 Patologie prostaty

1.1.1 Prostata

Prostata je muzska piidatna pohlavni zlaza umisténa pod mocovym méchyrem
mezi svalovinou vnitiniho a zevniho svérace. Zacina se vyvijet od 3. mésice gravidity a
v obdobi puberty je vyvoj prostaty ukoncen [Nanka et al., 2009, s. 209]. Jeji rist je
stimulovan androgeny (pfedevs$im testikularnim testosteronem) [Belej et al., 2008].
Prostata dosahuje velikosti vlasského ofechu s hmotnosti kolem 20 gramu. Prostatou
prochazi mocova trubice. Prostata obsahuje tuboalveolarni zlazy, hladkou svalovinu a
vazivové stroma. Je kryta vazivovym obalem, ktery je z vné&jsi strany obklopen Zilni
pleteni. Zlazy prostaty vystyla jednofady i vicetady epitel. Produktem tuboalveolarnich
zlaz je prostaticky sekret, ktery tvofi ejakulat [Narka et al., 2009, s. 210].

Koncem 70. let rozlisil McNeal glandularni zony prostaty (Obrazek 1) na nejvice
zastoupenou periferni zonu (65-70 %), centralni zonu (25 %) a piechodni zonu (5-10
%), pii ¢emz nejvice karcinomii prostaty vznika v periferni zoné [Cermak et al., 2007].
Benigni hyperplazie prostaty (BHP) je zpusobena hyperplazii zlaz ptechodni zony
[Narika et al., 2009, s. 211].



Obrazek 1. Anatomie prostaty, zdroj: www.waltr.net/oncology, upraveno
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1.1.2 Karcinom prostaty

Karcinom prostaty (CaP) je jednim z nejvyznamnéjSich onemocnéni v muzské
populaci a patii mezi nejfrekventovanéj$i maligni onemocnéni. V EU ro¢né ptibude asi
85 000 novych pacientii s umrtnosti kolem 9% [Dvofacek et al., 2005, s. 226]. Statistiky
uvadéji, ze karcinomem prostaty je postizeno asi 2,6 milionu evropskych muza
[Schmidt et al., 2010]. Ve svété, véetné CR, incidence karcinomu prostaty kazdoroéné
stoupa a s tim také souvisi zvy$ena umrtnost, ktera je patrna napiiklad ve Svédsku a
dal§ich skandinavskych zemich. Naopak v USA, diky vyspélym programim prevence a
vCasné 1écby, se snizuje. Stale vSak plati, Ze incidence je zde dvakrat vyssi nez v
Australii nebo na Novém Zélandu, Které zaujimaji druhé misto [Xu et al., 2013]. Po
[Zima, 2007, s. 491]. Nejnizsi incidence je pak u ¢inskych zemédéleu [Xu et al., 2013].

Ze studii také vyplyvd, Ze u Afroameri¢anii je incidence onemocnéni vyssi nez u
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bélochti a také mortalita je u negroidniho etnika dvakrat vyssi nez u kavkazského
[Dvotacek et al., 2005, s. 227].

Nejcastéji se vyskytujici CaP je adenokarcinom. RozliSujeme prostaticky
duktalni adenokarcinom, ktery se nejCastéji vyskytuje Vv prostatické uretie nebo ve
velkych periuretralnich prostatickych vyvodech, pii némz diagnosticky faktor PSA
(prostaticky specificky antigen) nebyva zvySeny, pokud se nejednd jiz o kostni
metastazy. DalSim typem adenokarcinomu je mucinoézni adenokarcinom, pro n¢hoz je
charakteristickd pifitomnost hlenu se shluky nadorovych bunék. Tento typ karcinomu
Casto doprovazeji kostni metastazy a vyskytuje se vzacné. Dal§im vzacnym karcinomem
byva adenokarcinom z prstencitych bunék, ktery doprovazi $patna prognoza a karcinom
se vyskytuje prevazné sjinym Spatné diferencovanym adenokarcinomem prostaty.
Vzéicné se vyskytuje také sarkomatoidni karcinom, ktery je pfitomen spiSe u starSich
muzil, projevuje se urinarni obstrukci a ma také velmi Spatnou prognézu. Tento typ
karcinomu muze byt doprovdzen heterolognimi komponentami, jako jsou kostni,
chrupavcité nebo svalové tkané. Neuroendokrinni karcinom provazeji paraneoplastické
syndromy a maligni hyperkalcémie. Dalsi variantou adenokarcinomu je bazocelularni
adenokarcinom, u kterého nebyva zvySeny PSA a ktery postihuje Sirokou vékovou
skupinu muzt. U této varianty rozliSujeme formu adenoidné cystickou a bazaloidni,
které se mohou kombinovat. Vzacnymi adenokarcinomy jsou dlazdicobunéény a
adenoskvamozni karcinom, které se mohou objevit po hormonalni terapii nebo po
ozafovani jiného nadoru. Vyznacuji se agresivnim chovanim a je tfeba vyloucit
metastazu ¢i prorastani zjiné lokalizace. U karcinomu z ptechodniho epitelu se
vyskytuji spiSe odvozené sekundarni nadory, které pronikaji do prostaty z mocového
méchyie. Nejedna se o nador hormonalné dependentni [Dvotacek et al., 2005, s. 247;

Hes et al., 2011].

1.1.3 Rizikové faktory vzniku karcinomu prostaty

Mezi hlavni rizikové faktory vzniku CaP patii dédi¢nost, etnikum a vek,
moznym faktorem je 1 zvySeny pfijem ZivociSnych tukll v potravé, piedevSim
Vv Cerveném mase a uzeninach. Z vitamind je to nedostate¢ny piivod vitaminu E a A.
Dulezitym ochrannym prvkem je také selen. Dal§imi rizikovymi faktory je nedostatecny
ptivod vlakniny, koufeni a obezita [Giovannucci et al., 2007; Schmidt et al., 2007].

Mezi rizikové faktory patii rovnéz nedostatek vitaminu D, ktery ma protinadorovy
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ucinek, coz je patrné u Afroamericant, V jejichz k0zi je syntéza vitaminu D snizena
[Dvotacek et al., 2005, s. 232]. Pravdépodobnost vzniku rakoviny prostaty se zvysuje
se vzrustajicim vékem muze, vétSina piipada je diagnostikovana po 65. roce zivota
[Dvoiacek et al., 2005, s. 227]. Pokrevni piibuzny muze, postizeného CaP, ma vyssi
riziko, ze se u ng karcinom vyskytne. Se vznikem CaP také souvisi plsobeni
androgenti, které ovliviiuji vyvoj prostaty i vznik a progresi karcinomu [Kral et al.,
2011]. U kastrovanych muzti nebo u postizenych kongenitalnimi hormonalnimi
abnormalitami se CaP vétSinou nevyskytuje [Dvoracek et al., 2005, s. 232]. V soucasné
dob¢ neni etiologie CaP zcela jasna, lze vSak fici, ze se CaP tadi mezi multifaktoridlni

onemocnéni [Xu et al., 2013].

1.1.4 Priznaky karcinomu prostaty

K pfiznakim karcinomu prostaty patii casté moceni, hlavné v noci, obtize pfi
moceni, slaby a prerusovany pritok moce, inkontinence, problémy s erekci a bolestiva
ejakulace, krev vmoci ¢i spermatu. MuzZe se objevit bolest na hrazi a za sponou
stydkou. U pokrocilejsich nadort je to bolest kolem koneéniku, zacpa a nalez krve ve
stolici. Dalsi ptiznaky se odviji od pfipadnych metastaz [Dvotacek et al., 2005, s. 273].
V Casném stadiu je CaP asymptomaticky [Zima, 2007, s. 491].

1.1.5 Klasifikace adenokarcinomu

Klasifikace adenokarcinomu se provadi na zaklad¢é biopsie pomoci Gleasonova
skore, které stanovuje stupen histologické diferenciace neboli grading a je nejcastéji
uzivanym klasifikacnim systémem. Hodnoti se architektonika prostatické tkané, presnéji
organizace nadorovych zlazek, stupném 1-5. Stupeni 1 znaci nejlépe diferencovany typ
nejcastéjsi a druhy nejcastéjsi histologicky obraz [Dvoracek et al., 2005, s. 245]. Dal§im
klasifika¢nim kriteriem je systtm TNM. V tabulce 1 mzeme vidét rozd€leni dle
rozsahu primarniho nadoru (T), Sifeni do regionalnich lymfatickych uzlin (N) a vyskyt

vzdalenych metastaz (M) [Dvotacek et al., 2005, s. 282].
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Tabulka 1. Klasifikace TNM (Tumour Node Methastasis), zdroj: www.uzis.cz

T- Primarni nador

TX primarni nador nelze hodnotit
TO bez znamek primarniho nadoru
T1 klinicky nezjistitelny nador, ani palpa¢né, ani zobrazovacimi metodami
Tla nador zji§tén nahodné histologicky v 5 % nebo méné resekované tkané
T1b nador zji$tén ndhodné histologicky ve vice nez 5 % resekované tkané
Tic nador zjistén pii punkéni biopsii
T2 nador omezen na prostatu
T2a nador postihuje polovinu jednoho laloku nebo méné
% nador postihuje vice nez jednu polovinu jednoho laloku, ne vSak oba
T laloky
T2c nador postihuje oba laloky
T3 nador se §ifi pfes pouzdro prostaty
T3 extrakapsularni $ifeni véetné mikroskopického postizeni hrdla moc¢ového
a méchyte
T3b nador infiltruje semenné vacky
T4 nador je fixovan nebo postihuje okolni struktury jiné nez semenné vacky

N- Regionalni mizni uzliny

NX regionalni mizni uzliny nelze hodnotit
NO regionalni mizni uzliny bez metastaz
N1 metastazy v regionalnich miznich uzlinach

M- Vzdalené metastazy

MX vzdalené metastazy nelze hodnotit
MO bez vzdalenych metastaz
M1 vzdalené metastazy
M1la jina nez regionalni mizni uzlina
M1b kost
Milc jina lokalizace
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1.1.6 Genetické zmény u karcinomu prostaty

Asi 10-15 % ptipadt karcinomu prostaty je podminéno geneticky. Jedna se o
tzv. familiarni karcinom, kdy jsou postizeni nejméné dva muzi v jedné rodin¢ [Kral et
al., 2010]. V poslednich 30 letech byly provedeny studie se zaméfenim na rizikové geny
a jejich lokusy. U nadorovych bun¢k jsou popisované mutace, delece, chromosomalni
aberace a zmény metylace DNA [Schmidt et al., 2010].

Mezi hlavni geny, uplatiiujici se pifi vzniku CaP, patii gen RNASEL
(ribonukleaza L), lokalizovany na 1g25.3, jehoz mutace se vyskytuje u dédi¢né formy
CaP. RNASEL koduje ribonukleazu, ktera se podili na degradaci virové RNA [Meyer et
al., 2010]. Gen MSR1 (makrofagovy vychytavaci receptor 1), lokalizovany na 8p22,
zprostiedkovava adhezi makrofagli a fagocytdzu apoptotickych bunék a mikrobti a jeho
absence snizuje odolnost vué¢i bakterialnim infekcim. U tohoto genu byly nalezeny
missense a nonsense mutace [Kral et al., 2011]. Dal§imi vyznamnymi geny, podilejicimi
se na vzniku CaP, jsou BRCA1 (breast cancer 1 gene), lokalizovany na 17¢921.31, a
BRCAZ2 (breast cancer 2 gene), lokalizovany na 13q13.1, které reguluji bunéény cyklus
a reparaci poSkozené DNA. Mutace téchto genti se nachazeji u agresivnich forem
onemocnéni [Castro et al., 2012]. Mezi geny regulujici androgenni aktivitu, které se
vyznamné podileji na vzniku CaP, patii gen androgenniho receptoru AR, lokalizovany
na Xql2, ktery se uplatituje pii vyvoji samc¢ich pohlavnich znakd a ma dalezitou ulohu
pii ristu a vyvoji prostatickych epitelidlnich bunék. Mutace tohoto genu se vyskytuji
rovnéz u CaP [Gottlieb et al., 2004]. Patii sem také gen cytochromu P450cl7a
oznacovany CYP17, lokalizovany na 10q24.32, ktery ovliviiuje syntézu pohlavnich
hormoni [Schmidt et al., 2010]. Do skupiny tumor supresorovych gent patii gen PTEN
(homolog fosfatazy a tensinu), lokalizovany na 10q23.31, kodujici fosfatazu. U CaP
byva jeho hladina snizena [Carracedo et al., 2011]. Gen NKX3.1 (homeobox NK3.1),
lokalizovany na 8p21.2, hraje diileZitou roli ve vyvoji prostaty a jeho sniZzena exprese se
rovnéz naléza u CaP. Pii Casné prostatické kancerogenezi muzeme sledovat deleci
retinoblastomového tumor supresorového genu RB1 (retinoblastomovy protein 1)
(13q14.2), ktery negativné reguluje bunéény cyklus a potlacuje genovou expresi
[Schmidt et al., 2010]. Gen CDKN1B (inhibitor 1B cyklin-dependentni kinazy),
lokalizovany na 12pl13.1, inhibuje bun&tny cyklus a reguluje bunécnou motilitu a
apoptozu. Tento gen kdéduje protein p27, jehoz snizenou hladinu nalézame u CaP se

Spatnou prognozou [Dvoracek et al., 2005, s. 235]. Gen GSTP1 (glutathion-S-
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transferaza 1), umistény na 11q13.2, ma detoxikaéni funkci a chrani prostatické bunky
pted pisobenim kancerogenu [Bastian et al., 2004].
Kromé¢ genetickych zmén se na vzniku CaP mohou podilet také zanéty prostaty

(prostatitidy) nebo sexualné ptenosné infekce [Dvoracek et al., 2005, s. 236].

1.1.7 Diagnostika adenokarcinomu

Ke snizeni mortality na karcinom prostaty pfispél screening, ktery se provadi
plosné¢ u asymptomatickych muzii, nebo na ptani pacienta ¢i oSetfujiciho 1ékare
[Dvoracek et al., 2005, s. 274].

Nejcastéji jsou vySetifovani muzi star§i 50 let stanovenim hladiny PSA, ¢i
digitalnim rektalnim vySetfenim (DRV) [Aus et al., 2006].

PSA, ktery je klinicky nejvyznamnéjsi marker nadorového onemocnéni prostaty
pfi Casné diagnostice CaP, je také vhodnym ukazatelem progrese nadoru, jeho
agresivity, usp&snosti 1é¢by a recidivy po 1é¢bé [Zima, 2007, s. 490]. Zavedeni tohoto
markeru do laboratorni praxe prispélo K vyssimu zachytu CaP, pfedevs§im jeho ¢asného
stadia [Lukes et al., 2001]. Jedna se o glykoprotein produkovany epitelialnimi bunikami
prostaty, patii tedy mezi organové specifické antigeny, mize vSak byt zvysSen i u
nemalignich onemocnéni prostaty, jako jsou prostatitidy nebo benigni hyperplazie
prostaty (BHP) [Greene et al., 2009]. ZvySenou hladinu PSA lze také detekovat po
urologickych zékrocich nebo po pohlavnim styku. Gen kodujici PSA je lokalizovan na
19. chromosomu. Fyziologickou funkci PSA je zkapalnéni spermatu, ve kterém je hojné
zastoupen (0,2-0,5 mg/ml). Referenéni rozmezi PSA je do 4 ng/ml (v séru), coz byva
nékdy zavadéjici, jelikoz asi u 20 % pacientti s CaP je hladina PSA nizsi nez 4 ng/ml.
Také v jednotlivych vékovych kategoriich se referenéni hodnoty PSA lisi. Pro ¢asnou
detekci CaP by se méla koncentrace PSA stanovovat u muzu od 45. roku Zivota [Lukes
et al., 2001]. V séru se nachazi PSA ve dvou formach, jako volny nebo jako vazany
s chymotrypsinem nebo alfa-2-makroglobulinem [Stern et al., 2008]. Pii benignich
onemocnénich prostaty byva v séru vyssi podil volné formy PSA. V séru ma celkovy
PSA polocas 1,9-2,3 dny, polocas volného PSA je 2 hodiny [Lukes et al., 2001]. Studie
ukazuji na korelaci celkové hladiny PSA s klinickou a patologickou klasifikaci a
objemem nadoru. Riziko vyskytu CaP se zvySuje se vzristajicimi hladinami PSA
[Dvoracek et al., 2005, s. 262].

Mezi nadorové markery vySetfované pii podezieni na CaP patii také kalikrein

hK2, ktery se pouziva pro rozliseni CaP a benigni hyperplazie prostaty. U 60 %
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pacientd s CaP byva zvysena také hladina kalikreinu hK11 [Borgofio et al., 2004].
Dal8im pouzivanym markerem je PSCA (prostaticky antigen kmenovych bunék), ktery
se zvySuje pii piitomnosti metastaz [Stern et al., 2008]. Specificky pro prostatu je i
PSMA (prostaticky specificky membranovy antigen), jehoz zvySena hladina doprovazi
primarni nador i metastdzy a pomaha rozlis§it CaP od BHP [Ghosh et al., 2004].
Nespecifickou pro prostatu je telomerazova reverzni transkriptaza (TERT), kterou lze
Zasto prokéazat v nadorovych buiikach [Stern et al., 2008].

K urCeni tvaru a velikosti prostaty se vyuziva digitadlni rektalni vySetfeni.
Uplatnuje se spiSe u vétSich nadort, kde je mozno hodnotit uzliky a tuzsi konzistenci
[Dvotacek et al., 2005, s. 275]. Dalsim zptsobem detekce karcinomu prostaty je TRUS
(transrektalni ultrasonografie), kterd odhali strukturu prostaty, jeji objem, difizni a
loziskové zmény a vyuziva se i pii biopsii a nasledném histologickém vySetieni [Belej,
2009]. K nevyhodg patii neptesné rozliSeni benignich a malignich zmén [Delongchamps
et al., 2006].
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1.2 Vinkulin

Vinkulin (VCL) je 117 kDa velky adaptorovy membranovy protein obsahujici
1066 aminokyselin a vazebna mista pro vice nez 15 proteini [Bakolitsa et al., 2004;
Carisey et al., 2011]. Patii do skupiny aktin-vazajicich proteini lokalizovanych
v cytoskeletu eukaryot [Mierke, 2009]. Vinkulin se vyskytuje obvykle ve dvou formach,
aktivni a inaktivni, které jsou ovliviiovany vzajemnym plsobenim pocatecni oblasti
neboli N-konce (Vh-doména) a koncové oblasti neboli C-konce (Vt-doména).
Globularni N-konec obsahuje vazebna mista pro talin a a-aktin, na kratkém C-konci
vinkulinu jsou vazebna mista pro F-aktin a paxilin. Obé domény vinkulinu jsou spojené
flexibilnim usekem (Obrazek 2) [Janssen et al., 2006].

Funkci vinkulinu je zajistovani bunééné migrace a adheze. Vinkulin je také
dalezitou slozkou fokalni adheze. Prenasi signdly mezi cytoskeletem a adhezivnimi
receptory. Uplatiuje se také pii regulaci apoptozy. Puvodné byl vinkulin objeven
v riznych kulturach bunék na konci aktinovych vlaken, pozdé&ji se zjistilo, ze je ve
vSech adheznich spojich [Janssen et al., 2006]. Gen VCL je lokalizovan na dlouhém
raménku chromosomu 10 (10g22.2) [Ruiz et al., 2011].

Nekteré vyzkumy poukazuji na zménu exprese vinkulinu v souvislosti
s nadorovou proliferaci, naptiklad u karcinomu prostaty ¢i kolorektdlniho karcinomu
[Yang et al., 2010]. Dale je uvadéna souvislost mezi ubytkem vinkulinu a dilatacni
kardiomyopatii a familidrni hypertrofickou kardiomyopatii [Vasile et al., 2006]. Ubytek
vinkulinu je spojovan také s poruchami bunééné adheze a zvySenou bunéénou motilitou
[Ruiz et al., 2011]. Isoformou vinkulinu je metavinkulin (MVVCL), ktery je pfitomny ve
svalech a v trombocytech [Zemljic-Harpf et al., 2009].
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Obrazek 2. Struktura molekuly vinkulinu, zdroj: http://www.mechanobio.info,

upraveno

vazebné misto pro vazebné misto pro

o aktins talin paxilin a aktinove
vlakno

inaktivni
forma

1.2.1 Vinkulin a karcinom prostaty

Podle studie, provedené Ruizem et al. u pacientii s pokrocilym nadorem prostaty,
souvisi nadmérna exprese vinkulinu s amplifikaci tohoto genu. Do studie bylo zahrnuto
pfes 400 vzorkidl pacientl s CaP, vrizném stadiu onemocnéni. Ukéazalo se, Ze u
kastrace-rezistentniho CaP (jehoz buiky jsou odolné vuéi antiandrogenni 16¢b¢) byla
exprese vinkulinu vys§i, oproti vzorkim s benigni hyperplazii prostaty, kde byla
exprese minimalni az nulova. Nadmérnd exprese vinkulinu tedy nejspiSe pfispiva
k proliferaci nadorovych bunék. Oblast 10922, kde se gen pro vinkulin nachazi, byla jiz
diive zkoumana, jelikoZ je bohata na geny, uplatiiujici se pii vzniku karcinomu prostaty.
Amplifikace a sni spojena nadmérna exprese genu jsou typické pro proteiny
s onkogennimi vlastnostmi. U této problematiky zatim neni zndma molekularni podstata

[Ruiz et al., 2011; Shore et al., 2012].
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1.3 Genova exprese

Obecné se aktivita genu urcuje pomoci stanoveni genové exprese. Pfitom se
sleduje pomoci napt. Northernova pienosu tvorba mRNA nebo Westernova pienosu
tvorba proteinti. Northerniv blotting se v poslednich letech nahrazuje RT-PCR.
Genovou expresi se oznacuje proces, kdy je informace z DNA pievedena do konkrétni
bunécné struktury a funkce, danou pfislusSnymi RNA a proteiny. Tedy konecnym
produktem genové exprese mohou byt molekuly proteinti nebo také RNA [Pritchard et
al., 2007, s. 29]. U strukturnich gent (geny, ve kterych je ulozena informace o primarni
struktufe proteinu) dochdzi nejprve k transkripci neboli pfepisu urcitého tiseku DNA
(genu) do mRNA (medidtorové RNA). mRNA pak slouzi jako matrice pro syntézu
proteini. U eukaryot je produktem transkripce hnRNA (heterogenni jadernd RNA),
kterd je prekurzorem mRNA. hnRNA muze byt pfevedena do zralé mRNA az po fadé
uprav. Zjadra je pak pfenesena zralda mRNA do cytoplasmy, kde je translatovana

wevr

hodnoceni genové exprese, i kdyz ne jedinym.
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1.4 Metoda PCR

1.4.1 Definice PCR

Zavedeni polymerazové fetézové reakce (PCR) Karym Mullisem (Cetus
Corporation, Kalifornie) roku 1985 bylo pro molekularni biologii velmi vyznamné.
Mullis ziskal za tento objev v roce 1993 Nobelovu cenu za chemii [McPherson et al.,
2000, s. 3]. Metoda PCR slouzi ke zmnozeni (amplifikaci) konkrétniho useku DNA
pomoci jednoduché enzymatické reakce. Ziska se tak ptesna kopie sekvence genomové
DNA bez piedchoziho klonovani ve vektorech. Reakce probiha in vitro a k analyze staci

velmi malé mnozstvi vzorku [Pritchard et al., 2007, s. 150].

1.4.2 Jednotlivé faze PCR

Polymerazova fetézova reakce je cyklicka. Kazdy cyklus se sklada z denaturace
templatové DNA, hybridizace (annealingu) primerd a syntézy nového vldkna DNA
(elongace, extenze) [Pritchard et al., 2007, s. 150].

1. Denaturace

Dvouvlaknova templatovd molekula DNA se denaturuje na dvé jednotliva
templatova vlakna DNA. Mezi bazemi se pferusi vodikové mustky a oba fetézce se
oddeli. Vzniknou dva samostatné fetézce (ISDNA —» 2 sSSDNA). Denaturace probiha
pii 93-95 °C (u lidské DNA) [Kocarek, 2008, s. 133].

2. Pripojeni (hybridizace, annealing) primera
Teplota pti hybridizaci dosahuje rozmezi 45-72 °C. Primery se komplementarné
pfipoji k jednotetézcové DNA. Cilova sekvence, na kterou primery hybridizuji, musi

byt specificka jen pro amplifikovanou oblast [Kocarek, 2008, s. 133].

3. Syntéza novych retézci DNA (elongace)
Pti teploté 72 °C dochazi k elongaci nukleotidovych fetézcti pomoci Taq DNA-
polymerazy. Ta nased4 na 3" konce primerti a pfipojuje k nim nové nukleotidy. Nové

vznikajici fetézec se prodluzuje ve sméru 5 +» 3’ [Kocarek, 2008, s. 133].

Kazdy cyklus trva n€kolik minut, pficemz se mnozstvi DNA vzdy zdvojnéasobi. Po 30

cyklech vznika az 10° kopii pivodni sekvence [Pritchard et al., 2007, s. 150].
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Obrazek 3. Popis PCR reakce, zdroj: www.If2.cuni.cz/Projekty/prusa, upraveno
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1.4.3 Technické vybaveni a reagencie pro PCR

e Reak¢ni smés

Tlumivy roztok obsahujici Tris-HCI (udrzuje optimalni pH 6,8-8,3), KCI (nutny pro
navazovéani primert), Mg®* (kofaktor DNA-polymerazy), tvofi rozpustny komplex
s jednotlivymi dNTP, rozpoznavany DNA-polymerazou; dulezita je jeho spravna
koncentrace [McPherson et al., 2000, s. 23; Zima, 2007, s. 687].

e Deoxyribonukleosidtrifosfaty (ANTP)
Zakladni kameny pro syntézu nového polynukleotidového fetézce. Koncentrace dNTP
by méla byt 50-200 uM. Pro replikaci DNA jsou nutné dATP, dGTP, dCTP, dTTP

[McPherson et al., 2000, s. 25; Zima, 2007, s. 687].
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e DNA-polymeraza

Nejcastéji vyuzivanou DNA-polymerazou je termostabilni Taq DNA-polymeraza
izolovana z bakterie Thermus aquaticus, ktera snasi teplotu az do 95°C. DalSimi
termostabilnimi polymerazami jsou: polymerazy Tfl, Thr, Tth, Stoffelav fragment, TIi,

Pfu, Pwo, Ul Tma [McPherson et al., 2000, s. 42].

¢ Oligonukleotidové jednoretézcové primery

Pro reakci jsou nutné 2 primery rozdilné sekvence, komplementdrni k obéma konciim
amplifikovaného tuseku DNA, diky pocitaCcovym programim lze vytvofit specifické

primery [McPherson et al., 2000, s. 26].

e Templatova DNA, RNA

Izolovana ze vzorku, matrice pro tvorbu nového vlakna. Nukleové kyseliny lze izolovat
prakticky z jakéhokoliv zdroje. Lze pouzit vzorky lidské a zvifeci tkang, kultury
bakterii, fas a sinic nebo transgenni rostliny a zivoCichy. Templatovou nukleovou
kyselinu lze izolovat i z velmi starych archeologickych vzorkii a pomoci PCR ji
amplifikovat. K izolaci DNA i RNA slouzi komeréni kity, samoziejmosti je prace

s materialem v 0 nej¢istsi formé [McPherson et al., 2000, s. 50].

e Termocyklery

Reakce se provadi v termocyklerech (Obrazek 4), ve kterych se automaticky meéni
teplota v casovych intervalech podle pfislusného teplotniho programu. Zkumavky se
smési pro PCR se vkladaji do termalniho bloku, ve kterém se dle zvoleného programu
zvySuje a snizuje teplota. Blok se zkumavkami je kryt vyhfivanym vikem, které
zabranuje kondenzaci par na vicku mikrozkumavky. Dochazi-li ke kondenzaci kapalné
reakéni smési, nastdvd po otevieni zkumavky riziko rozstiiknuti aerosolu a
kontaminace. Pokud viko chybi, obsah mikrozkumavek se pievrstvi mineralnim olejem

[McPherson et al., 2000, s. 52; Smarda et al., 2005, s. 74].
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Obrazek 4. Termocykler, zdroj:www.biolabo.com

1.4.4 Reakéni podminky PCR

Reakéni objem je 5 az 100 pl. Mnozstvi templatové DNA v reakci je mezi 1,0 a
500,0 ng. Na jednu reakci je potieba 25-50 pmol kazdého primeru (20-30 nukleotidl
dlouhého) scca 50% obsahem GC a srovnomérnou distribuci bazi. Optimalni
koncentrace u kazdého dNTP je 200 umol/l (rozpéti 200 az 400 umol/1). Koncentrace
Mg?* je obvykle 4 mmol/l (tolerance 3 az 8 mmol/l), pfi vyssi koncentraci se snizuje
specifita, vyssi koncentrace je naopak vhodna u primert bohatych na GC. U Taq DNA-
polymerazy je optimalni mnozstvi 1-2 U pro kaZdou reakci (tolerance 0,5-5 U, pfi vyssi

koncentraci mize dojit k chybné hybridizaci) [Zima, 2007, s. 687].

1.4.5 Vyhody a nevyhody PCR

Mezi hlavni vyhody PCR patii vysoka citlivost, k analyze staci pouze takové
mnozstvi DNA, které je obsazeno v jediném genomu. Dale je to vysoka rychlost reakce
(3-48 h), bezpecnost prace (bez pouziti radioaktivity), molekularni produkt lze vyuzit
pti dalsi analyze. Metoda mé také vysokou rozliSovaci schopnost, 1ze ji vyuzit i pii siln¢
degradované DNA.

K nevyhoddm PCR fadime nemoznost amplifikovat pfili§ dlouhé sekvence, déle

je tfeba znat sekvence usekd ohranicujicich amplifikované sekvence. Pii reakci je také
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nezbytna absolutni Cistota vzorku a neexistuje proofreadingovy mechanismus, tudiz
mutace, které mohou vzniknout béhem PCR, jsou dale rozsifovany [Pritchard et al.,

2007, s. 150].

1.4.6 Vyuziti PCR

Metoda PCR se hojné vyuziva Vv prenatalni diagnostice, napiiklad u stanoveni
pohlavi u prenatalnich bunék nebo v genetickém poradenstvi napiiklad v prenatalni
diagnostice dédi¢nych chorob. Dale se vyuziva pii detekci mutaci v genech, studiu
polymorfismi DNA a v populacni genetice. Pomoci PCR se také detekuje DNA télu
cizi, napt. pti bakterialni a virové infekci, nebo DNA cirkulujici v krvi v extrémné
nizkych koncentracich. Zvlasté¢ vhodna je diagnostika pomoci PCR napftiklad u viru
HIV. Dalsi vyuziti je pfi monitorovani terapie rakoviny a detekci leukemii, pfi typizaci
nadord a identifikaci onkogent. Citlivost PCR je velmi vysokd a umoznuje detekci
jediné buiiky v populaci 10° normalnich bun&k. Své uplatndni ma také ve vyzkumu pii
izolaci a charakterizaci genii nebo jejich ¢&asti, sekvenovani DNA, analyze klonu
z genovych knihoven a znaceni sond. PCR se uplatiiuje také v archeologickych

vyzkumech, soudnictvi, kriminalistice a forenzni medicingé [Smarda et al., 2005, s. 83].

1.4.7 RT-PCR

RT-PCR vyuzivame tehdy, pokud ma byt amplifikovanou nukleovou kyselinou
RNA, nejcastéji mRNA. Je to metoda vhodna ke stanoveni exprese genu, detekci
infekénich agens a geneticky podminénych nemoci [Zima, 2007, s. 686]. Jde o metodu
rychlou a velmi citlivou. Pfi reakci se pouziva reverzni transkriptdza, ktera ma
schopnost piepsat genetickou informaci z mRNA do cDNA (komplementarni DNA)
[McPherson et al., 2000, s. 183]. Piikladem reverzni transkriptazy je MMLV
(Moloneyho virus mysi leukémie). Piislusny virus je schopen vyvolat v téle hostitele
(mys) leukémii [Miyazaki et al., 2010]. Dalsi reverzni transkriptazou je AMV (virus
ptaci myeloblastozy). Tento virus zptusobuje sarkomy a anémie u divokych i domacich
ptaka a také u krys. Jako zdroj reverzni transkriptazy lze také pouzit termofilni bakterii
Tth (bakterie Thermus thermophilus), pochazejici z japonského horkého pramene [Agari
et al., 2008].
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Templatem je zde plvodni cytoplasmatickd RNA nebo purifikovand mRNA.
Reverzni transkripci se informace Z mRNA pievede do cDNA a dalsi postup je totozny
s klasickou PCR. Reverzni transkripci i PCR |ze provést v jedné reakci a zkumavce, coz

ptredstavuje velkou vyhodu a snizeni rizika kontaminace [Bustin et al., 2005].

1.4.8 Kvantitativni PCR v readlném ¢€ase (Real-Time PCR)

Tato metoda se lisi od konvencni PCR tim, Ze se méfi nartist produktu béhem
reakce, nikoliv na konci jako u klasické PCR. K tomu slouZi fluorescencné znacené
sondy nebo nespecificka fluorescenéni barviva, ktera interkaluji dvoufetézcovy PCR-
produkt, napt. SYBR Green [Bustin, 2010]. Pouzit lze také dualné znacené sondy
TagMan, jejichz koncové Casti jsou znac¢ené dvojici fluoroford, kdy jeden se oznacuje
jako reporter (fluoreskujici fluorofor) a zna¢i 5°-konec sondy a druhym je zhase¢
(quencher), ktery nefluoreskuje a zna¢i 3’-konec sondy. Tato technologie vyuziva
exonukleazové aktivity Taqg DNA-polymerazy, ktera tyto sondy $tépi. Sekvence sondy
je komplementarni k dané cilové sekvenci uvniti amplifikovaného regionu [internetovy
zdroj www.generi-biotech.com; stazeno 2013].

Metoda usnadiiuje uréeni vychoziho pocétu kopii cilové templatové sekvence
DNA. Jedna se o velice pfesnou metodu, ktera se vyuziva ke stanoveni exprese gent a

detekci mutaci a polymorfismu [Strachan et al., 2004, s. 124].

1.4.9 Gelova elektroforéza nukleovych kyselin

Gelova elektroforéza nukleovych kyselin je metoda pouzivana k separaci
molekul DNA nebo RNA. Molekuly DNA maji diky fosfatové skupiné negativni naboj
a v elektrickém poli tedy putuji smérem ke kladné elektrodé [Alberts et al., 2005, s.
317]. Rychlost pohybu zavisi na délce fragmentt, delsi fragmenty putuji v gelu
pomaleji. Pfi elektroforéze se pouzivaji gely agardézové nebo polyakrylamidové.
Agar6zové gely se pouzivaji pro separaci molekul nukleovych kyselin velikosti 100 bp
az 50 kb, polyakrylamidové gely k separaci molekul velikosti 10 az 1000 bp. Vzorky a
standard, podle kterého lze urcit velikost molekuly DNA, se nanaSeji do zlabkda,
vzniklych po vytazeni hiebenu z gelu. Pro zviditelnéni molekul DNA se do gelu ptidava

interkala¢ni barvivo, v nasem piipadé GelRed, které interkaluje mezi jednotlivé pary
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bazi v DNA a po osvétleni UV zafenim vytvoii fluoreskujici komplex [Smarda et al.,
2005, s. 13].

Elektroforetickd pohyblivost je nepiimo umérna logaritmu velikosti molekul
DNA. Molekuly DNA o stejné velikosti jsou pak na gelu patrné jako prouzky, jejichz

intenzita je iméernd koncentraci DNA [gmarda et al., 2005, s. 13].
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2 Cile prace

Cilem teoretické Casti této prace bylo stru¢né shrnuti informaci o karcinomu
prostaty se zaméienim na genetické zmény, které karcinom prostaty provazeji, uvedeni
rizikovych faktord pro vznik Kkarcinomu prostaty, popis nejcastéjSich typu
adenokarcinomu a jeho diagnostika. Dalsim cilem bylo vypracovani stru¢né reserSe o
mozném kandidatnim genu karcinomu prostaty vinkulinu a o jedné z metod pro
hodnoceni genové exprese, PCR.

Cilem experimentalni ¢asti prace bylo sestavit a optimalizovat semikvantitativni
RT-PCR pro hodnoceni genové exprese genu VCL, vybrat skupinu pacientl S
¢asnym karcinomem prostaty a hyperplazii prostaty a stanovit U nich relativni expresi

genu VCL metodou semikvantitativni RT-PCR.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Soubor pacientt

Stanoveni exprese genu vinkulinu jsem provedla u 9 pacient, oznacenych P 16,

22, 25, 27, 32, 34, 36, 37, 50. U téchto pacientti byla provedena izolace MRNA z tkan¢

karcinomu prostaty nebo tkan¢ BHP.

Tabulka 2. Soubor pacienti

cislo ?’ék hladina PSA | Gleasonovo

vzorku pacienta v | diagnéza v séru [ng/ml] skore ThM

letech

P 16 61 CaP 8,49 3+3 2¢
P22 58 CaP 13,15 4+5 3b
P 25 71 CaP 18,60 3+4 2b
P 27 70 CaP 1,82 3+4 2a
P 32 71 CaP 4,95 5+4 3a
P34 80 CaP 2,85 3+3 2a
P 36 80 CaP 2,85 3+3 2a
P 37 74 BHP 6,05 BHP BHP
P 50 52 BHP 2,9 BHP BHP

V tabulce 2 jsou uvedena ¢isla vzorkd u jednotlivych pacientid a vék pacient
Vv dobé odbéru tkané. Dale je zde uvedeno, jestli se jedna o karcinom prostaty nebo
benigni hyperplazii prostaty, hladina PSA a v ptipadé karcinomu prostaty Gleasonovo
skore a klasifikacni systtm TNM. Biologicky material a uvedené informace o
pacientech mi poskytnul MUDr. Marek Schmidt z Urologické kliniky 2. lékaiské
fakulty UK a FN Motol Praha.
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3.2 Pomiucky a chemikalie

3.2.1 Reagencie

Metoda RT-PCR byla optimalizovana pii vyuziti kitu OneStep RT-PCR od firmy
QIAGEN.

OneStep RT-PCR Kit QIAGEN obsahuje:
e smés dNTP 10 mM
e eNZymovou smes
e pufr 5x RT-PCR - 12,5 mM MgCl,
e H,0 prostou RNAsy

Pufr 10x TBE slozeny z:
e 108 g TRIS- baze
e 55 g kyseliny borité
e 40ml 0,5 M EDTA (pH 8.0) a dopInény na objem 1000 ml destilovanou vodou,
pii elektroforéze se pouziva 1x TBE pufr (tj. desetkrat zfedény)

K pfipravé gelu jsem pouzivala agarézu (Electrophoresis Grade) od firmy
INVITROGEN.

Ke vzorkim se pred elektroforézou piidava nanaseci pufr 5x TD, ktery obsahuje:
e 20% Ficoll 400
e 25mM EDTA (pH 8.0)

e 0,05% bromfenolovou modf

K obarveni nukleovych kyselin se pfi elektroforéze pouziva komeréni barvivo GelRed

od firmy BIOTINUM (1 pl/1 ml gelu).

Spolu s vzorky se analyzuje velikostni standard, coz je komerc¢né dostupna smes
fragmenti DNA o znamé velikosti. Pouzivala jsem velikostni standard 100 bp DNA

Ladder od firmy INVITROGEN.
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3.2.2 Primery

Tabulka 3. Primery pro VCL

oznaceni elos molekulova
1 O,

primeru sekvence primeru Tm[°C] [Cj/gl] hmotnost

VCL2R | 5"GAATAAGTGCCCGCTTGGTA 3’ 55,1 50 6157,0

VCL2F S'CTTTCCCCTCTGACATGGAA 3’ 54,3 50 6028,0

Testovala jsem dvé dvojice primertt VCL1 a VCL2. Kvalitngjsich vysledki jsem
dosahla u dvojice VCL2. Signal u VCLI1 byl velmi slaby.

Tabulka 4. Primery pro GAPD

oznaceni o molekulova
. sekvence primeru Tm[°C] | GC ceutova
primeru [%] hmotnost
GAPD2L | 5" CGAGATCCCTCCAAAATCAA 3’ 52,2 45 6039,0
GAPD2R | 5" TGTGGTCATGAGTCCTTCCA 3’ 55,7 50 6099,0

K designovani primeri a ovéfeni jejich sekvence jsem pouZzila program Primer 3

(Obrazek 5). Navrzené primery byly dodany firmou KRD, s.r.o. V tabulce 3 a 4 jsou

uvedeny informace od dodavatele. Oznaceni primeru, sekvence primeru, Tp, (Melting

temperature, neboli teplota tani), coZz je teplota, pfi niz je polovina molekul

dvouretézcové DNA denaturovdna na jednofetézcovou DNA. Dale je zde uveden

procentualni obsah bazi GC a molekulova hmotnost primeru.
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Obrazek 5. Program Simgene, zdroj: http://simgene.com/Primer3

SimGene.com

Plasmid Drawing | Primer Design | Sequence Alignment | Sequence Analysis | Sequence Format Conversion

Primer3 Primer3

Primer3 is a fr== online tool to d==sign and analyze primers for PCR and re=al time PCR
=xperiments. Primer3 can also s=l=ct single primers Tor s=quencing reactions and can
hrybridization probes. The online tocl constitutes some important

f=atures like primer detection, cloning, s=gue=ncing and Primer listing.

I

—

INPUT

Enter or past= 2 s=gu=nce: Uplzad = file: | Wybeat soubor| Soubor nevybean Upload File

Mark: T!l‘,!t@ Inchxd=d Regicn Boclud=d Re=gion CI=:r

Pick L=ft Primer I:l Fick Hybridization Probe Pick Right Primer

or Enter L=t Primer Sequ=no= or Enter Probe Sequenc= or Enter Right Primer Sequ=nce=

[ Pigk Frimers| [ Reset |

GEMERAL PARAMETERS

PRODUCT SIZE RANGES 150-250+100-300+301-400+401-500+501-8004
MINIMUM OPTIMUM MANTMUM
PRIMER SIZE 18 120 e
PRIMER Tm 57.0 50.0 830
PRIMER GL%: 20.0 80.0

PRODUCT Tm

PRODUCT SIZE 100 200 1000
MA&X T DIFFERENCE 100.0 FLOTHE ... 5
MISPRIMING/REFEAT LIERARY Mone ]

CONCENTRATION SETTIMGS
MONOWALENT CATION 200 ANNEALING OLIG0s 200

DIVELENT CATION 0.0 dNTPs 0.0
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3.2.3 Pristrojové vybaveni

Tabulka 5. Typy pFistroji a pomiicky

Pristroj vyrobce
Bezpecnostni box Bio-11-A/P TELSTAR
Termocykler TGradient BIOMETRA
Elektroforeticky zdroj Power PAC 300 BIO-RAD

Vyhodnocovaci zaiizeni MiniBIS Pro

DNR Bio-Imaging Systems

Denzitometr CAMAG Scanner |1

CAMAG

Spi¢ky s filtrem, objem 5-10 pl a 1-200 pl | AXYGEN
g/l(;l;rcr)jlkumavky Eppendorf, objem 1,5 ml AXYGEN
Pipety CAPP AUTOCLAVABLE, objem CAPP

0,5-10 pl a 10-100 pl

3.3 Pracovni postup

3.3.1 Uréeni T,: gradientova PCR

Gradientova PCR se pouziva k optimalizaci reakénich podminek pii PCR. V této

bakalarské praci jsem ji vyuZila ke stanoveni optimalni teploty annealingu T,, kterad

hraje dileZitou roli pfi zajiSténi specifi¢nosti reakce. Metoda se provadi jako klasicka

PCR, lisi se pouze ve zvolené gradientové modifikaci programu na termocykleru a v

uspotradani mikrozkumavek s reakéni smési (Tabulka 6). Po elektroforéze a nasledné

detekci jsem tak ur€ila, kterd teplota annealingu je pro stanoveni exprese vinkulinu

nejvhodnéjsi.

Tabulka 6. Teplotni rozmezi u gradientové PCR
jamka ¢. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
teplota [°C] | 49 49,6 | 51,2 | 53,9 | 56,7 | 59,6 | 62,4 | 65,3 | 68,1 | 70,7 | 72,4 | 73,0
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3.3.2 RT-PCR

1. V bezpecnostnim boxu se pfipravi mastermix. Ve zkumavce se smicha voda
prosta RNASY, pufr, oba primery, dNTP a nakonec se ptida enzym (Tabulka 7).
Zkumavka je chlazena.

2. 9 ul mastermixu se napipetuje do piipravenych mikrozkumavek, které obsahuji
1 pl izolované mRNA.

3. Mikrozkumavky musi byt peclivé uzavieny a ihned pfeneseny do termocykleru,
kde je nastaveny piislusny program (Tabulka 8 a 9).

4. Po probéhnuti PCR se vzorky pienesou na gel a provede se elektroforéza.

Tabulka 7. Objemy reagencii pro pfipravu mastermixu pro stanoveni VCL a
GAPD

reagencie 10 vzorku 15 vzorku
H-»0 60 ul 90 pul
5xpufr 20 ul 30 ul
dNTP 4 ul 6 ul
Primerl 1 pul 1,5 ul
Primer2 1 pl 1,5 pl
Enzym 4 ul 6 pul

Tabulka 8. Program RT-PCR pro VCL (35 cykli)

Krok teplota [°C] ¢as [min]
Reverzni transkripce 50 30
Aktivace DNA-polymerazy 95 15
Denaturace 94 1
Annealing 61 1
Elongace 72 1
Konecna elongace 72 10
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Tabulka 9. Program RT-PCR pro GAPD (35 cyklu)

Krok teplota [°C] ¢as [min]
Reverzni transkripce 50 30
Aktivace DNA-polymerazy 95 15
Denaturace 94 1
Annealing 65 1
Elongace 72 1
Kone¢na elongace 72 10
3.3.3 Priprava gelu a elektroforéza
e V Erlenmeyerové baiice se odvazi 2,4 g agardzy.
e Agaroza se rozpusti v 120 ml 1x TBE pufru.
e Barnka se vlozi na 3 minuty do mikrovlnné trouby, poté se zkontroluje rozpusténi
agarQzy.
o K rozpusténé agaroze se prida 12 pl barviva GelRed a pecliveé se v§e promicha.
e Vznikly gel se nalije do tanku s hfebenem a necha se minimalné€ 20 minut
tuhnout.
e Hotovy gel se pienese do tanku s elektroforetickym pufrem 1x TBE, kde bude
probihat elektroforéza a hieben se vyjme z gelu.
e Ke kazdému vzorku se pfida 2,5 ul nanaseciho pufru 5x TD.
e Do jamek v gelu se nanese 12,5 ul vzorku, 12,5 ul slepého vzorku (blank) a 5 pl
standardu.
e Vana se uzavie vikem a prob&hne elektroforéza pii 130 V po dobu 30 minut.
3.3.4 Vyhodnoceni vysledku elektroforézy

Po provedeni elektroforézy se gel pifenese do zobrazovaciho systému MiniBIS

Pro (DNR Bio-Imaging Systems), ktery slouzi k analyze vysledkt. Zatizeni

tvoii uzaviratelnd komora, do které se vklada gel a kterd chrani obsluhu pred UV-

zatenim. Obraz, ktery se vytvoii fluorescenci molekul nukleové kyseliny v gelu, je
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sniman fotoaparatem a automaticky pienesen do pocitace s nainstalovanym programem
pro analyzu vysledki elektroforézy. Zde se vysledky zdokumentuji, ulozi a vyhodnoti,
popiipad¢ vytisknou. Absorbance prouzki byly kvantifikoviny na denzitometru

CAMAG Scanner 1.
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4 Vysledky

4.1 Vyhodnoceni vysledkl semikvantitativni RT-PCR

4.1.1 Uréeni teploty annealingu T,: vysledky gradientové RT-PCR

I kdyz lze teplotu Ty, urcit pomoci programu Primer 3 a uvadi ji i dodavatel
primeru firma KRD, je vhodné urcit teplotu annealingu T, a optimalizovat ji na
termocykleru, kde se vysetfeni provadi. Obrazek 6 uvadi vysledky gradientové RT-
PCR s vyznacenymi teplotami vyhtivané ploténky termocykleru. Vysledna hodnota byla
extrapolovana mezi hodnotami 59,6 a 62,4 °C, tj. 61,0 °C.

Obrazek 6. Gradientova PCR

1L e

49 496 512 539 567 595 624 653 681 707 724 73D

Teploty jsou uvadéné v °C.

4.1.2 Vysledky exprese vinkulinu

Optimalizovanou semikvantitativni metodu RT-PCR jsem vyuzila ke stanoveni
relativni exprese genu VCL u 9 pacienti s nadorem prostaty nebo BHP. Hodnoty
relativni exprese genu lze pouzit pfi srovnani genové exprese mezi rdznymi vzorky

nebo pacienty (Obrazek 7).
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Obrazek 7. Exprese genu vinkulin

- e - — Y —

Pla P22 P25 P27 P32 P34 P36 P37 PS5O

Pod jednotlivymi pruhy jsou uvedena ¢isla vzork.

4.1.3 Vysledky exprese genu GAPD

Obrazek 8. Exprese genu GAPD

Ple P22 P25 P27 P32 P34 P36 P37 P30

Pod jednotlivymi pruhy jsou uvedena ¢isla vzorkd.

4.1.4 Hodnoty relativni exprese

Pro vypocet relativni exprese vinkulinu byl zvolen provozni (housekeepingovy)

gen GAPD kodujici glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenazu (Obrazek 8). Relativni

exprese je podilem absorbance exprimovaného vinkulinu a absorbance genu GAPD

(Tabulka 10). Absorbance byly zméfeny denzitometricky a jsou primérem tii méfeni u

jednoho vzorku.
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Tabulka 10. Hodnoty absorbance u vinkulinu a u GAPD a vypo¢itana relativni

exprese pro vinkulin

vzorek ¢. | absorbance VCL | absorbance GAPD | relativni exprese
pro VCL

P16 0,069 0,063 1,1

P 22 0,075 0,146 0,51

P 25 0,040 0,320 0,13

P 27 0,008 0,056 0,14

P 32 0,031 0,014 2,21
P34 0,014 0,053 0,26

P 36 0,036 0,136 0,26

P 37 0,102 0,086 1,19

P 50 0,038 0,046 0,83

36



5 Diskuze

Presto, Ze se prostaticky specificky antigen povazuje za relativné spolehlivy
marker nadorového onemocnéni prostaty, ma sva omezeni. Stejné jako vySetieni per
rectum. To je také jednim z diivodu k hledani novych markerti v rozsahlych klinickych
studiich se zaméfenim na identifikaci kandidatnich gend, jejichz zmény nebo
polymorfismy byvaji pfitomny u pacientti s karcinomem prostaty.

Z provedenych studii zabyvajicich se zménou genové exprese u pacientd S
karcinomem prostaty vyplyvd, Ze vinkulin patii mezi slibné kandidatni geny
zodpovédné za vznik karcinomu prostaty [Ruiz et al., 2011]. Aby se mohla potvrdit tato
hypotéza, bude tfeba dalSiho intenzivniho vyzkumu u pocetné kohorty pacienti, nejlépe
u nékolika stovek vzorkl tkdn¢ karcinomu prostaty nebo tkané benigni hyperplazie
prostaty. To bude soucasti dal§iho aplikovaného klinického vyzkumu. Jednim z nutnych
piistupt a zaroven cilem moji bakalafské prace bylo navrhnout a optimalizovat medodu
RT-PCR a ur¢it, zda je to metoda vhodna k vyuziti v laboratorni praxi. Z této prace tedy
nelze jednoznaéné urcit, zda ma stanoveni vinkulinu dostateCny prognosticky a
diagnosticky vyznam.

Lze vsak konstatovat, ze semikvantitativni RT-PCR je vhodnou metodou ke
stanoveni exprese genii a ma své uplatnéni v laboratorni praxi. V laboratoti UBLG 2.
LF UK se podobnd metoda pouZiva s uspéchem k testovani relativni exprese
kandidatnich gend [Babjuk et al., 2002].

Nutno vSak podotknout, ze ackoli jde o metodu pomérné rychlou a snadnou, je
to také metoda velice citlivd. Zapotiebi je praktickych dovednosti laboranta, jelikoZz
staci nepatrna kontaminace pfi izolaci nukleové kyseliny ze vzorku nebo pifi samotné
PCR. Izola¢ni kontaminaci je zabranéno predevsim pouZzitim komplexni metody afinitni
chromatografie pii izolaci MRNA. Kontaminovat Ize také mastermix nebo pracovni kit.
V piipadé¢ kontaminace nelze vysledky reprodukovat a musi se wurcit pfiCina
kontaminace, poptipad¢ vyménit komponenty Kitu nebo primery.

VétSina vzorkll vySetfované tkané ve vySetfovaném souboru byla odebrana
pacientim S karcinomem prostaty a u dvou pacientt byla diagnostikovana benigni
hyperplazie prostaty. Z tabulky s vysledky relativni exprese je ziejmé, ze u vzorkl
s BHP (pacient 37 a 50) je relativni exprese genu VCL srovnatelna s vzorky tkané
s karcinomem prostaty, coz neindikuje, odhlédneme-li od nizkého poctu vySetienych

vzorku, Zze exprese genu VCL je u karcinomu prostaty vyssi nez u BHP [Ruiz et al.,
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2011]. Kvuli nedostate¢nému souboru pacientd je to vSak statisticky absolutné
neprikazné. Mimoto, Ruiz se spolupracovniky sledoval genovou expresi a amplifikaci
genu (VCL) u pokro¢ilych nadort, zatimco nas$ soubor piedstavuje primarni odbéry
solidniho nadoru pacienta pii jejich diagnostice. Provadéné studie jsou vSak omezené
tim, ze dosud nebyl popsan mechanismus, kterym by vinkulin vykonéval tyto funkce
[Ruiz et al., 2011].

V dalsi klinické studii by se exprese vinkulinu stanovovala soubé&zné s vice
geny, u kterych byla prokdzana souvislost mezi zvySenou expresi a karcinomem

prostaty, napt. s geny SHB a OCT3/4.
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ZAVER

V bakalaiské praci se mi podafilo splnit zadané cile. Vypracovala jsem reSersi o
karcinomu prostaty, vinkulinu a PCR. Pomoci pocitaCového programu jsem navrhla
primery pro RT-PCR. Také jsem optimalizovala metodu pro odhad genové exprese
genu kodujiciho vinkulin pomoci semikvantitativni RT-PCR. Pomoci gradientové RT-
PCR jsem urcila teplotu annealingu primera VCL2. Stanovila jsem relativni genovou
expresi genu VCL u deviti pacienti s nadorem prostaty nebo benigni hyperplazii
prostaty. Metoda bude dal pouzivana v laboratoti UBLG 2. LF UK v klinickych
studiich.
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