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Souhrn

Gastrointestinalni stromalni tumory jsou nejCastéjSimi mesenchymalnimi
nadory traviciho traktu, s patrnou diferenciaci podél linie intersticialnich Cajalovych
bunék. Tyto nadory nyni vzbuzuji zvlastni zajem vzhledem k jejich dobré reakci

na cilenou terapii tyrozinkinazovymi inhibitory.

V ramci této bakalarské prace byla studovana exprese proteini RBPMS2,
hMLH1, hMSH2, p53 a p21 pomoci nepfimé dvoustupriové imunohistochemie
ve vzorcich gastrointestinalnich stromalnich tumorl(. Experimentalné ziskané
hodnoty exprese téchto proteind byly korelovany se stupném rizika rekurence,
progresi tumoru, aplikovanou terapii a velikosti tumoru za pouziti neparametrického

statistického testu Mann-Whitney.

Vysledky této prace potvrdily souvislost mezi overexpresi proteinu p53, p21
azvySenym  rizikem  progrese  gastrointestinalnich  stromalnich  tumor(
(p53: p = 0,022; p21: p = 0,044). Cimz se podpofila moznost vyuziti p21 jako nového
nezavislého  prognostického  markeru  umoziujiciho  stanovit  malignitu

gastrointestinalnich stromalnich tumoru.

Dale byla analyzovana exprese protein hMLH1 a hMSH2, podilejicich se
na reparaci DNA. A byla zjisténa signifikantni korelace mezi expresi hMLH1, rizikem
rekurence (p = 0,027) a velikosti tumoru (p = 0,013) souvisejici s vysokou mitotickou

aktivitou malignich gastrointestinalnich stromalnich tumoru.

V ramci souboru testovanych vzorkd nebyl prokazan signifikantni vztah mezi
expresi RBPMS2 a rizikem rekurence (p = 0,520). Pfedpokladané vyuziti RBPMS2
ke stanoveni progndzy pacientl s gastrointestinalnimi stromalnimi tumory tedy
nebylo potvrzeno. Vysledky ale podpofily pouziti RBPMS2 jako nového

diagnostického markeru gastrointestinalnich stromalnich tumor.



Summary

Gastrointestinal stromal tumours are the most common mesenchymal
neoplasms of the gastrointestinal tract with a noticeable differentiation along the line
of the interstitial cells of Cajal. These tumours now arouse particular interest,

because of their good response to the targeted therapy by tyrosine kinase inhibitors.

As a part of this bachelor's thesis expression of proteins RBPMS2, hMLH1,
hMSH2, p53 and p21 was studied by indirect two-step immunohistochemistry which
was done in histological tissue sections of gastrointestinal stromal tumours.
The experimentally obtained values of the expression of these proteins were
correlated with the degree of risk of recurrence, tumour progression, applied therapy

and tumour size by using Mann-Whitney non-parametric statistical test.

The results of this study confirmed the correlation between overexpression
of p53, p21 and an increased risk of progression of gastrointestinal stromal tumours
(p53: p = 0.022; p21: p = 0.044). Thus support the possibility of using p21 as a new
independent prognostic marker for determining malignancy of gastrointestinal stromal

tumours.

Furthermore, the expression of proteins hMLH1 and hMSH2, which are
involved in DNA repair, was analysed. A significant correlation was found between
expression of hMLH1 and the risk of recurrence (p = 0.027) and tumour size
(p = 0.013), which is related with a high mitotic activity of malignant gastrointestinal

stromal tumours.

In the set of analysed tissue sections the significant correlation between
the expression of RBPMS2 and the risk of recurrence was not proved (p = 0.520).
The intended use of the RBPMS2 for determining the prognosis of patients with
gastrointestinal stromal tumours had not been confirmed. However, the results
supported the use of RBPMS2 as a new diagnostic marker of gastrointestinal stromal

tumours.
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1. Uvod

Gastrointestinalni stromalni tumor (GIST, gastrointestinal stromal tumours)
je nador traviciho traktu tvofeny burikami vietenitymi nebo epiteloidnimi. Puvod
tohoto nadoru neni jasny. Predpoklada se, Ze vznika z progenitorové burnky
diferencujici se smérem Kk intersticialnim Cajalovym burikam (ICC, interstitial cells of
Cajal), nebo z prekurzorl bunék hladkého svalstva gastrointestinalniho traktu
(Miettinen a Lasota, 2001).

GIST je jednim znejCastéji se vyskytujicich mesenchymalnich nadord
traviciho traktu a ze vSech malignich tumoru gastrointestinalniho traktu je zastoupen
0,1 % - 3,0 %, pfiCemz ro¢né je tento typ nadoru diagnostikovan 11 - 14 osobam
na milion obyvatel. GIST se vyskytuje zejména u osob kolem 60. roku véku a mirnou
vétSinu pfipadd tvofi muzi. Mezi Casté symptomy tohoto onemocnéni patfi krvaceni
do traviciho traktu typu: okultniho krvaceni, enterorrhagie, melény, hematemeézy,
jejichz nasledkem je anemie. Dale byvaji pfitomny nespecifické bolesti bficha,
nevolnost, zvraceni nasledované ubytkem hmotnosti. GIST se snadno Sifi v téle
pacienta a metastazuje formou diseminace do peritonea, omenta, mesenteria
a v nékterych pfipadech krevnim fecistém do jater (Rammohan et al., 2013). GIST
se vyskytuje nejvice v zaludku 39 % - 60 %, dale v tenkém stfevé 30 % - 42 %,
tlustém stfevé vCetné konecCniku 5 % - 11 %, a vzacnéji v jicnu < 5 %, druhotné
se vyskytuje v omentu, mesenteriu, peritoneu, retroperitoneu 5 % - 7 % (Hersh et al.,
2005; Horton et al., 2004). GIST vychazi vétsinou z muscularis propria a poté
se vyklenuje Castéji do lumen travici trubice Ci na jeji serézni povrch. GIST je od
okolni tkané zretelné ohranicen, nékdy jej obklopuje pseudokapsula, ktera muze
tumor Clenit septy na pseudolobuly. MenSi tumory jsou na fezu bilé, homogenni
konzistence a vlaknité struktury. U vétSich tumord byva pozorovana jejich degradace
jako je kalcifikace, nekréza a prokrvaceni spojené s pseudocystickou pfeménou
(Miettinen et al., 2005).

K potvrzeni diagnézy GIST se pouzivd imunohistochemicka detekce
receptorové tyrozinkinazy KIT. Gen kddujici KIT je €asto u tohoto onemocnéni
mutovan, coz se pozdéji projevuje v deregulaci jeji funkce zplsobené autofosforylaci.
Neregulovana aktivita receptorové tyrozinkinazy KIT vede k nekontrolované

proliferaci intersticialnich Cajalovych bunék, jelikoz jsou aktivovany podfizené



signalni drahy (Rammohan et al., 2013). K imunohistochemické detekci KIT
je vyuzivana protilatka proti CD117, negativita ovSem diagnézu GIST zcela
nevylu€uje, jelikoz reakce je pozitivni jen u 95 % pfipadu GIST. U KIT-negativnich
tumoru se ke konfirmaci diagnézy GIST pouziva DOG1 (Discovered on GIST 1), coz
je receptorem aktivovany kalcium dependentni chloridovy kanal, jehoZz exprese
je zvySena v GIST. Negativita DOG1 ale opét diagnézu nemUze s urcitosti vyloucit,
protoZe tato reakce je pozitivni jen u 98 % pfipadd GIST (Ricci et al., 2013).
V soucCasnosti se proto mnoho odbornikll snazi najit marker, ktery by diagnostiku
GIST zcela zpfesnil a potencionalné by mohl slouzit i jako prognosticky marker.
Jednim z kandidatl je RBPMS2 (RNA-binding protein with multiple splicing 2), jenz
byl nedavno oznafen jakozto marker nediferencovanych visceralnich bunék
hladkého svalstva gastrointestinalniho traktu, ktery se vyznamné podili na vyvoiji

hladkého svalstva traviciho traktu (Notarnicola et al., 2012).

U nadorovych onemocnéni byvaji Casto pozménény drahy a mechanizmy
regulujici bunécné déleni a zajistujici reparaci DNA. Z tohoto divodu se v praci
zaméfuji také na imunohistochemickou detekci p53, p21, hMSH2 a hMLH1

ve vzorcich GIST.



2. Soucasny stav reSené problematiky

2.1. Diagnostika GIST

K potvrzeni histologického nalezu a koneCnému stanoveni diagnozy
se u GIST vyuZzivaji imunohistochemické metody. Konkrétné se pouzivaji tyto
protilatky: CD117 k detekci receptorové tyrozinkinazy KIT, DOG1, desmin a S100.
Pozitivni vysledek CD117 spolu s DOG1, nebo alespon jedné z nich, a zaroven
negativni vysledek detekce desminu a S100 potvrzuje diagnézu GIST a vyluCuje jiné
gastrointestinalni mesenchymalni tumory. Neékteré GIST ale mohou byt
imunohistochemicky negativni na KIT i DOG1 a poté je nutné molekularné genetické
vySetfeni genl KIT (v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene
homolog) a PDGFRA (platelet-derived growth factor receptor-alpha) (Novelli et al.,
2010). Nyni se z divodu usnadnéni a urychleni diagnostiky patra po novém markeru
GIST, ktery by videalnim pfipadé mohl slouzit také jako prognosticky marker.
Jednim z nadéjnych kandidati je RBPMS2.

2.2, Histologicka klasifikace GIST

Dle histologie se GIST déli do tfi zakladnich skupin (Fletcher et al., 2002):

Vietenobunécny GIST je nejCastéji se vyskytujici histologicky typ tvofici 70 %
vS8ech pfipadld GIST (Obr. 1A). Naléza se pfevazné v zaludku a tenkém stfevu.
Struktura tohoto typu tumoru je heterogenni a na CT (computed tomography)
je patrna jeho snizena hustota ve stfedu tumoru s vyraznym perifernim narustem
mékké tkané. Vietenobunécny GIST se vyskytuje u pacientll mezi 50. az 60. rokem
a jsou u néj zaznamenany mutace v genech KIT ¢i PDGFRA a nebo mutace v obou
genech zaroven. Tento typ GIST reaguje dobfe na IéCbu imatinib mesylatem
(Gleevec®, ST1571, Novartis Pharmaceuticals, Basilej, Svycarsko) a zlep$eni
progndzy je patrné jiz na CT snizenim hustoty tumoru (Burkill et al., 2003;
Liegl-Atzwanger et al., 2010; Miettinen et al., 2005).

Epiteloidni GIST se vyskytuje v 10 % pfipadld a je nejCastéji lokalizovan
v zaludku mladych Zen (Obr. 1B). Metastazuje pro GIST zcela netypicky
do lymfatickych uzlin a navic Casto postrada mutace v genech KIT a PDGFRA
(Burkill et al., 2003; Liegl-Atzwanger et al., 2010).



Obr. 1: Histologické typy GIST - A, vietenobunécny GIST; B, epiteloidni GIST (vzorky

jsou nabarveny hematoxylinem a eosinem, Z: 100x)

SmisSeny GIST vykazuje budto nahlé pfechody mezi oblastmi tvofenymi
epiteloidnimi nebo vietenitymi bunkami, pfipadné je jeho vzhled myxoidni (Fletcher
et al., 2002).

2.3. Syndromy spojované s GIST

Vzacné se objevujicim syndromem je Carneyho trias zahrnujici pomalu
rostouci GIST, lokalizovany v Zaludku a metastazujici az do lymfatickych uzlin, dale
plicni enchodromu a extraadrenalni paragangliom. Tento syndrom byva nejCastéji
diagnostikovan Zenam mladSim 30 let (Liegl-Atzwanger et al., 2010; Pappo

a Janeway, 2009).

Pro syndrom Carney-Stratakisové je rovnéz charakteristicky GIST
lokalizovany v zaludku a paragangliom. Od ostatnich typt GIST se ovSem odliSuje
germinalni mutaci zpUsobujici ztratu exprese proteinu SDHB (sukcinat
dehydrogenaza B) a ztratou mutace v genech KIT nebo PDGFRA (Gill et al., 2010).

Neurofibromatdéza typu 1 se vyznaCuje benignimi vietenobunéénymi GIST
malych rozméru lokalizovanymi pfevazné v tenkém stievé a postradajicimi mutace
v genech KIT a PDGFRA (Liegl-Atzwanger et al., 2010).

Raritné se vyskytuje familiarni GIST pro néjz je pfiznaéna germinalni mutace
v genu kodujicim KIT nebo PDGFRA (Haller et al., 2007; O'Riain et al., 2005).
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24. Molekularni klasifikace GIST

Na zakladé zjisténi, ktery exon KIT je mutovan, je mozné predpovedét reakci
GIST na léCbu. NejCastéji je v genu kdédujicim KIT mutovan exon 11 a to v75 %
pfipadl (Demetri et al., 2010; Heinrich et al., 2008). Pro mutaci v tomto exonu
je charakteristicka dobra odezva na lé€bu imatinib mesylatem. Dale byva mutovan
KIT v exonu 9, coz je spojovano se snizenou reakci na lécbu imatinib mesylatem
a s tim souvisejici kratSi dobou bez progrese onemocnéni a nizsi pravdépodobnosti
preziti pacienta. V téchto pfipadech se proto zvySuje davka imatinib mesylatu nebo
se pacientim podava sunitinib malat (Sutent®; Pfizer, New York, NY, USA)
(Debiec-Rychter et al., 2006; Heinrich et al., 2008).

Imatinib mesylat je dale u€inny u cca 66 % pfipadld GIST s mutaci v genu
kodujicim PDGFRA, zbyla procenta tvofi gen pro PDGFRA s mutaci v exonu 18
D842V, na jejichZ IéCbu je tento Iék bohuZel nevhodny (Agaram et al., 2008; Heinrich
et al., 2008).

DalSi skupinu tvofi wild-type GIST (WT GIST) vyznacujici se mutaci v genu
BRAF (v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B) exonu 15 (V600E)
a soucasné chybéjici mutaci vgenu KIT nebo PDGFRA. Typicky se WT GIST
vyskytuje v tenkém stievu. WT GIST je rezistentni vici imatinib mesylatu a tvofi 10 %
vSech pfipadu GIST (Agaram et al., 2008; Heinrich et al., 2008).

Pediatricky GIST tvofi pouhé 1 % ze vSech pfipadl GIST a postihuje zejména
déti a mladé dospélé. Tento typ GIST se vyznacuje epiteloidni nebo smiSenou
morfologii a lokalizaci v Zaludku, odkud metastazuje az do jater. U pediatrického
GIST nebyly zjistény mutace v genech KIT nebo PDGFRA, namisto nich jsou
detekovany mutace v genech SDHB, SDHC a SDHD kodujicich podjednotky
sukcinatdehydrogenazy (Liegl-Atzwanger et al., 2010; Pappo a Janeway, 2009).

2.5. KIT a PDGFRA

KIT a PDGFRA jsou transmembranové glykoproteiny nalezejici do rodiny
tyrozinkinazovych receptord Ill. Tato rodina receptord ma charakteristickou
strukturu - extracelularni doména je slozena z péti smycCek, které jsou podobné
imunoglobulinovym smyckam. Dale nasleduje transmembranova, juxtamembranova

a prvni tyrozinkinazova doména disponujici vazebnym mistem pro ATP. Za ni
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je umistén hydrofilni kinazovy usek nasledovany druhou tyrozinkinazovou doménou,

ktera ma fosfotransferazovou funkci (Pawson, 2002).

Za normalnich podminek je KIT aktivovan svym pfirozenym ligandem SCF
(stem cell factor), kdezto PDGFRA je aktivovan desti¢kovymi rlstovymi faktory
(PDGFs, platelet-derived growth factors). Po navazani specifickych ligandu
na extracelularni doménu dojde k dimerizaci receptoru a fosforylaci tyrozinovych
zbytkd v tyrozinkindzovych doménach. Signal je dale pfenasSen opét fosforylaci
tyrozinovych zbytku, které jsou soucasti podfizenych signalizaénich molekul, ¢imz
dojde k amplifikaci signalu a spusténi signal transdukujicich drah, kterymi jsou
Ras/MAPK kinazy, Rac/Rho-JNK, PI3K/AKT a SFK/STAT signalizani drahy
(Fletcher, 2004). Aktivita KIT receptoru je regulovana juxtamembranovou doménou,
jez inhibuje kinazovou aktivitu receptoru v pfipadé, kdy neni ligand navazan

na extracelularni doménu (Mol et al., 2004).

Signaliza¢ni drahy podfizené KIT receptoru jsou zodpovédné za regulaci velmi
vyznamnych procesu, kterymi jsou napf. adheze, proliferace, chemotaxe, apoptoza,
dale umoznuiji diferenciaci a stabilizuji diferencované buriky téchto bunécnych typa:
gametocyty, krvetvorné bunky, melanocyty, zZirné burnky a intersticialni Cajalovy
bunky Fidici motilitu gastrointestinalniho traktu (Blume-Jensen et al., 1991; Huizinga,
1999; Chabot et al., 1988; Lev et al., 1993; Maeda et al., 1992; Williams et al., 1990;
Yarden et al., 1987; Zsebo et al., 1990, nalezeno v: Lasota a Miettinen, 2008).

Mutace v genech KIT a PDGFRA jsou rozdélovany do dvou skupin podle
pFiciny jejich vzniku:
Primarni mutace genu KIT a PDGFRA jsou mutace prokazané v primarnich

tumorech, u kterych jesté nebyl k IéEbé pouZit inhibitor tyrozinkindz imatinib mesylat.

Sekundarni mutace genlt KIT a PDGFRA se od primarnich odliSuji detekci
mutaci az béhem lécby GIST inhibitorem tyrozinkinaz imatinib mesylatem. Tumor

je v dusledku vzniklych mutaci rezistentni proti tomuto léCivu.

PFi vyzkumu bylo prokazano, Ze primarni i sekundarni mutace KIT postihuji

stejné alely (Chen et al., 2004; Antonescu et al., 2005).
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Mutace v genech KIT a PDGFRA zpUsobuji u receptorovych tyrozinkinaz
konstitutivni fosforylaci a tim i jejich aktivaci. Mutace v KIT a PDGFRA jsou
rozdélovany podle jejich vlivu na strukturu a funkci domén tyrozinkinazového

receptoru na:

— mutace extracelularni a juxtamembranové domény omezujici regulaci

receptoru.

— mutace prvni a druhé tyrozinkinazové domény ovliviujici enzymatickou funkci

receptoru (Longley et al., 2001).

NejCastéji se vyskytujici mutace genu KIT u GIST postihuji extracelularni
(exon 9) a juxtamembranovou doménu (exon 11). Mutace v extracelularni doméné
zpusobuje snadnou spontanni homodimerizaci receptoru. Mutace
v juxtamembranové doméné je zodpovédna za naruseni autoregulacni funkce této
domény. V kone¢ném duasledku maji obé& tyto mutace stejny efekt, kterym
je na ligandu nezavisla aktivace tyrozinkinazového receptoru (Heinrich et al., 2003;
Chan et al., 2003; Ma et al., 1999, nalezeno v: Lasota a Miettinen, 2008).

Naprosta vétsina mutaci genu PDGFRA postihuje druhou tyrozinkinazovou
doménu (exon 18), konkrétné aktivacni smycku, ktera svou konformaci reguluje
aktivitu ATP vazebného mista. Mutace v exonech PDGFRA maji také za nasledek

konstitutivni aktivaci kddovaného receptoru (Rubin et al., 2007).

2.6. RBPMS2

Protein RBPMS2 je jednim z finalnich produktl genu RBPMS (RNA binding
protein with multiple splicing), ktery je lokalizovan budto na chromosomu 8p12, nebo
na chromosomu 15g22.31 a koéduje rodinu proteint vazajicich se na RNA (RBPs,
RNA-binding proteins). V promotoru genu RBPMS jsou vazebna mista pro
transkripéni faktory: NF-E1, NFI, AP2 a Sp1. Tento gen je slozen z 10 exonu a jeho
alternativnim sestfihem vznika mnoho variant transkriptd kédujicich odliSné isoformy

(Shimamoto et al., 1996; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/11030).

RBPs maji zcela specifickou funkci, kterou je rozpoznavani RNA pomoci
motivl umoziujicich tvorbu komplexd RNA s proteiny. Tyto komplexy jsou

v eukaryotickych bunkach nepostradatelné pfi posttranskripénich upravach mRNA,
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ovlivnuji lokalizaci, transport, sestfih, stabilitu, degradaci mRNA a reguluji i translaci
(St Johnston, 2005).

RBPs maji na svém N-konci umistén RRM (RNA recognition motif) v podobé
B listu, naproti tomu je jejich C-konec sloZzen z mnoha a helixt. Primarni struktura
RRM obsahuje sekvence homologni s RRM kédovanym Couch Potato genem
Drosophily melanogaster, z ¢ehoz lze usuzovat vysokou konzervovanost téchto
usekd od hmyzu az po obratlovce a mozné zapojeni proteini s témito doménami
do ontogeneze. Primarni struktura C-koncu RBPs je ale zna¢né variabilni v zavislosti

na alternativnim sestfihu genu RBPMS (Shimamoto et al., 1996).

Nothern Blot analyza transkriptu genu RBPMS zjistila jeho vysokou expresi
v tenkém a tlustém stfevu, srdci, vajeCnicich a prostaté, stfedni expresi v jatrech,
ledvinach, pankreatu, plicich, placenté a varlatech a nizkou expresi v kosternim
svalstvu, thymu, sleziné a perifernich leukocytech. V mozku nebyly transkripty

daného genu detekovany (Shimamoto et al., 1996).

RBPs se navzajem od sebe liSi v primarni struktufe svych C-koncu, pficemz
specificka struktura C-konce je charakteristicka pro vyskyt v ur€itém typu tkané.
C-konce RBPs sestavaji z a helixi které umoznuji témto proteinim specificky
rozeznavat jednotlivé sekvence RNA. SpoleCnym znakem vSech RBPs je jejich
strukturné stejny N-konec kodovany exony 2 - 5 genu RBPMS (Shimamoto et al.,
1996).

RRM se u rlznych proteind vyskytuje v jejich struktufe v poCtu 1 az 4 kopii
a jeho velikost se pohybuje v rozmezi 80 - 100 zbytkii aminokyselin. RRM se sklada
ze dvou kratkych konzervovanych useki RNP1 a RNP2 a z nékolika vysoce
konzervovanych hydrofobnich rezidui lokalizovanych na specifickych mistech RRM.
Vysoce konzervovana sekundarni struktura RRM ma nasledujici uspofadani
B101B2B302P4, pfiCemz B1 a B3 jsou souCasti RNP1 a RNP2. Funkce RNP1 a RNP2
spocCiva ve vazbé na RNA, ale specifické rozpoznavani a vazba na urcité sekvence
RNA jsou zprostfedkovany rezidui, nachazejicimi se v oblasti smycky mezi 2, Bs,

a konci domény (Burd a Dreyfuss, 1994, nalezeno v: Gerber et al., 1999).

Mutaci pozménéné RBPs mnohdy nedokazi regulovat posttranskripni upravy

RNA, coz se muze projevit v mnoha aspektech vyvoje organizmu pocinaje tvorbou
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struktury embrya az po udrzovani urovné diferenciace specializovanych typu bunék

(Bandziulis et al. 1989, nalezeno v: Gerber et al., 1999).

Pfi vyvoji hladkého svalstva gastrointestinalniho traktu jsou nepostradatelné
RBPs, které se RRM doménou vazi na specifické sekvence mRNA a ovliviu;ji tak
sestfih, lokalizaci, stabilitu, translaci a degradaci mRNA (St Johnston, 2005).
Diferencujici se buriky tedy mohou ménit nejen charakter své genové transkripce,
ale i zakonitosti bezprostfedné ovlivhujici metabolismus a zpracovani mRNA (Gerber
et al., 1999).

2.6.1. Vliv RBPMS2 na vznik GIST

Hladké svalstvo gastrointestinalniho traktu ma svij vyvojovy pocatek
ve splanchnopleuralnim mesodermu, jenz se po aktivaci hedgehog/BMP drahy
pfeménuje na visceralni mesenchym, z kterého se postupné diferenciuji buriky
visceralniho hladkého svalstva SMCs (SMCs, smooth muscle cells; BMP bone
morphogenetic protein) (de Santa Barbara et al., 2002). Tyto bunky se nachazi
v tunica muscularis a zajistuji kontraktilitu gastrointestinalniho traktu, jsou ovladany
enterickym nervovym systémem a ICC. Béhem diferenciace SMCs dochazi nejprve
k prodlouzeni bunék, poté se burnky zacinaji shlukovat a také v nich dochazi
k expresi specifickych markerd SMCs. Markery diferencovanych SMCs jsou: aSMA
(a-smooth muscle actin), kalponin, SM-MHC (smooth muscle myosin heavy chain),
SM22 (smooth muscle protein-22) a smoothelin (Gabella, 2002).

Clenem RBPs rodiny je RBPMS2, jehoz funkce byla po dlouhou dobu
neznama a veédeélo se pouze to, Ze je pfitomen v srdci a gastrointestinalnim traktu
(Gerber et al., 1999). Pfi vyvoji hladkého svalstva gastrointestinalniho traktu
je RBPMS2 nejvice exprimovan v prekurzorech SMCs tedy ve visceralnim
mesenchymu a v pribéhu diferenciace na SMCs jeho exprese rapidné klesa,
z tohoto dlvodu byl oznacen jakozto marker nediferencovanych visceralnich SMCs
(Notarnicola et al., 2012).

Funkce RBPMS2 spociva v regulaci diferenciace SMCs, jelikoZz indukuje
expresi Nogginu a udrzuje jeho mRNA ve stabilni formé& (Notarnicola et al., 2012).
Noggin pfimo inhibuje BMP drahu, ktera by vedla burku k diferenciaci na SMCs tim,

Ze zabrafuje dimerizaci jejiho ligandu (Faure et al., 2002). Indukovana exprese
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RBPMS2 v diferencovanych SMCs navozuje zvySeni proliferace SMCs, coz
v dusledku vede k jejich dediferenciaci a ztraté schopnosti kontrakce (Notarnicola et
al., 2012).

Kontraktilitu SMCs fidi myocardin/SRF draha (SRF, serum response factor).
Aby byl myocardin v aktivni formé musi dojit k jeho &astené proteosomalni
degradaci. RBPMS2 inhibuje myocardin/SRF drahu tim, Ze zvySuje expresi
myocardinu, ktery se poté v bunce nachazi v nadmérném mnozstvi v inaktivni formé.
Dusledkem tohoto procesu je, Ze bunka poté vykazuje nizSi kontraktilitu a sniZzenou
expresi kalponinu. Kontraktilitu SMCs RBPMS2 dale sniZuje vyznamnym poklesem
exprese MRNA cholinergniho muscarinového receptoru 3. Je nutné zddraznit,
Zze RBPMS2 a Noggin maji shodny vliv na dediferenciaci SMCs, ale zvySeni

proliferace zpUsobuje pouze RBPMS2 (Notarnicola et al., 2012).

VySe uvedena fakta spolu s vyvojem GIST z prekurzorl bunék hladkého
svalstva gastrointestinalniho traktu nebo z progenitorové buriky diferencujici se
smérem k ICC vedli Hapkovou et al. (2013) ke studiu exprese RBPMS2 v GIST.
Vysledky studie pfinesly jedineCny zavér, kterym je zjisténi, Ze exprese mRNA
i proteinu RBPMS2 je velmi vysoka v GIST pfi porovnani se zdravou tkani
z gastrointestinalniho traktu. Dale bylo také zdokumentovano, ze v GIST
hodnocenych jako vysoce rizikové byla exprese RBPMS2 6,2krat vy$Si nez u méné
rizikovych. U WT GIST a u GIST s mutaci genu PDGFRA byla exprese RBPMS2
nizsi, nez u GIST s mutaci genu KIT. Nebyl zpozorovan zadny vztah mezi mirou
exprese RBPMS2 a kterymkoliv histologickym typem GIST. Také byl studovan vliv
overexprese RBPMS2 na mnozstvi mRNA KIT v bufkach z primarni kultury
embryonalnich bunék hladké svaloviny traviciho traktu a bylo detekovano
dvojnasobné mnozstvi mRNA KIT. Z téchto vysledku Ize vyvodit, Ze RBPMS2 a KIT
mohou byt soucasti identické signalni drahy, nebo Ze jsou pod kontrolou stejnych
regulacnich mechanisml, pfipadné mohou byt oba exprimovany v tychz
mesenchymalnich burikdach béhem raného vyvoje gastrointestinalnich bunék
vzniklych pravé z mesenchymu. DalSim faktorem spojujicim GIST s RBPMS2
je mozna lokalizace genu RBPMS na chromosomu 15022.31 a popsané
chromosomalni zmény u GIST nalezené na témze chromosomu mezi 15¢22.1

vrwve

vyfazenim sekvence negativné regulujici expresi genu RBPMS z funkce, &imz
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by byla umoznéna vysSi exprese RBPMS2 vyustujici ve zvySenou proliferaci
mesenchymalnich bunék a vznik GIST. Dale bylo prokazano, Ze exprese RBPMS2
je nezavisla na aktivaci KIT. Tento poznatek byl zjistén pfi inhibici KIT drahy
imatinibem v GIST 882, coz je bunéfna linie odvozena z GIST homozygotni
v onkogenni mutaci KIT K641E se silnou expresi a aktivitou KIT. Exkluzivnim
zavérem celé studie Hapkové et al. (2013) je, Zze RBPMS2 muzZe byt novym
diagnostickym markerem GIST a pfipadné i cilem pro terapii nadorovych

onemocneéni.

2.7. Oprava chybného pdrovdni bazi rizend metylaci

Desetinu vSech pripadl GIST tvoii WT GIST, jenz je charakterizovan chybéjici
mutaci v genech KIT nebo PDGFRA a pro GIST atypickou mutaci v BRAF exonu 15
(V600E). WT GIST je rezistentni va&i imatinib mesylatu a typicky se vyskytuje
v tenkém stfevu. Dany typ GIST se tak vyrazné odliSuje od ostatnich typa GIST, ale
podstata jeho odliSnosti nebyla prozatim vysvétlena. Jednou z mnoha pficin
by mohla byt inaktivace nékterého z genl podilejiciho se na opravé chybného

parovani bazi fizeného metylaci.

Oprava chybného parovani bazi fizena metylaci (MMR, mismatch repair)
je jednim z mechanizmu postreplikaéni opravy DNA. MMR umozriuje odstranit z DNA
baze, které byly indukované nebo spontanné oxidovany, deaminovany, metylovany
a nebo byly do fetézce chybné zarazeny pfi replikaci pfevazné repetitivnich sekvenci
(Modrich a Lahue, 1996; Umar a Kunkel, 1996, nalezeno v: Christmann et al., 2003).
G/G, G/T (T vznika deaminaci 5-metylcytosinu), C/C a A/C (Fang a Modrich, 1993,
nalezeno v: Christmann et al., 2003). MMR vyhledava rovnéz chemicky indukované
chyby v DNA, jako je napt. alkylace, zptisobena O°-metylguaninem, jenz se paruje
s T a C, dale chyby vyvolané UV zafenim, interakci mezi cisplatinou a DNA, addukty
purinu vzniklé pusobenim benzo[a]pyren-7,8-dihydrodiol-9,10-epoxidu,
2-aminofluorenu nebo N-acetyl-2-aminofluorenu a 8-oxoguaninu (Colussi et al.,
2002; Duckett et al., 1996; Li et al., 1996; Mello et al., 1996; Wang et al., 1999; Wu et
al., 1999; Yamada et al., 1997, nalezeno v: Christmann et al., 2003).

Schéma pribéhu opravy chybného parovani bazi fizeného metylaci v lidskych
burikach:
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Rozpoznani chemicky modifikovanych bazi, chybné sparovanych bazi nebo
kratkych sekvenci DNA zejména repetitivnich, v nichz doSlo béhem replikace
k inzerci ¢i deleci umoznuje komplex MutSa. Tento komplex se vaze na mista, kde
jsou tyto baze nebo sekvence zacClenény do DNA. Komplex MutSa se sklada
z proteind hMSH2 a hMSH6 (Fishel et al., 1993; Leach et al., 1993; Palombo et al.,
1995, nalezeno v: Christmann et al., 2003). Aby se MutSa navazal na chybnou bazi
nebo sekvenci v DNA, musi byt aktivovan fosforylaci (Christmann et al., 2002,
nalezeno v: Christmann et al., 2003). Kromé tohoto komplexu existuje jesté komplex
MutSB, sloZzeny z proteinl hMSH2 a hMSH3, vazajici se pouze na delSi Useky DNA,
v nichz doSlo k inzerci nebo deleci (Acharya et al., 1996; Genschel et al.,, 1998;
Palombo et al.,, 1996; Umar et al., 1994, nalezeno v: Christmann et al., 2003).
Na komplex MutSa nebo MutSB navazany pomoci PCNA na chybnou bazi nebo
sekvenci v nascentnim DNA fetézci se specificky pfipoji komplex MutLa skladajici se
z proteind hMLH1 a hPMS2 (Li a Modrich, 1995; Nicolaides et al., 1994,
Papadopoulos et al., 1994, nalezeno v: Christmann et al., 2003). K obéma
komplexiim se posléze pfipojuje exonukleaza |, ktera vystfihne chybny usek DNA
(Genschel et al., 2002, nalezeno v: Christmann et al., 2003). Syntéza nového Useku
DNA je katalyzovana polymerazou & za ucasti proteini: PCNA, RPA, RFC a oprava
je zakonc&ena ligaci DNA Fetézce DNA ligazou | (Li, 2013).

Nedavno byl objeven mechanizmus jakym MMR rozpozna matricovy fetézec
DNA od nové syntetizovaného fetézce. Proces rozpoznavani DNA fetézcl probiha
jiz béhem Gi-faze nebo rané S-faze epigenetickou modifikaci histond enzymem
H3K36 trimetyltransferazou SETD2. Histony jsou pfed replikaci znaCeny trimetylaci
lysinu-36, ktery je soucasti histonu H3. Na takto modifikované histony se pak vaze
komplex MutSa. Komplex MutSa interaguje s chromatinem jesté pfed vznikem
mutaci béhem replikace DNA. Objasnénim tohoto mechanizmu se podafilo vysvétlit
existenci bunék, jenZz maji funkéni MMR systém a zaroven vykazuji nestabilitu
mikrosatelit  (MSI, microsatellite instability) tyto bunky totiz postradaji
H3K36 trimetyltransferazu SETD2 (Li et al., 2013).

Mutace zplUsobené sklouznutim DNA polymerazy pfi replikaci repetitivnich
sekvenci se mohou zdat zprvu nevyznamné, ale inzercemi nebo delecemi

v repetitivnich sekvencich vélenénych do kodujicich oblasti DNA maze dojit k posunu

18



Cteciho ramce a pfipadné az ke vzniku nefunkénich proteinld disponujicich

pozménénymi peptidovymi sekvencemi na C-koncich (Kloor et al., 2014).

Mnoho védeckych tymu jiz dlouhou dobu zkouma vliv abnormalit ve funkci
MMR na vznik a vyvoj nadorovych onemocnéni. Byla prokazana spojitost mezi
vyskytem Lynchova syndromu (HNPCC, hereditary non-polyposis colorectal cancer)
familiarniho onemocnéni, jehoz disledkem je zvySena pravdépodobnost vyskytu
nadorového onemocnéni stfev, zaludku, délohy a vaje¢nikd, a geny MLH1
(mutL homolog 1) a MSH2 (mutS homolog 2), kédujicimi proteiny hMLH1 a hMSH2
zodpovédné za MMR (Charames a Bapat, 2003; Lynch et al., 1998; Muller a Fishel
2002; Quinn et al., 1995, nalezeno v: Seifert a Reichrath, 2006). Dale bylo zjisténo,
Zze pacienti s germinalni mutaci v nékterém z MMR gentd (MSH2, MSH6, MLH1,
PMS2) maiji zvySené riziko vyskytu karcinomu endometria, kolorektalniho karcinomu,
rakoviny zaludku, tenkého stfeva, ledvin, moCového Ustroji, vaje¢nikd, mozku, jater
a zluCovych cest, pfipadné rakoviny prsu, slinivky bfiSni a prostaty (Grindedal et al.,
2009; Jensen et al., 2010; Kastrinos et al., 2009; Lynch et al., 1988; Soravia et al.,
2003; Umar et al.,, 2004; Walsh et al., 2010; Win et al., 2012, nalezeno v: Dowty
et al., 2013).

Nestabilita mikrosatelitd (MSI) je pfiznacna pravé pro tumory s abnormalitami
v MMR. MSI zapficifiuje vznik mnoha typu nadorovych onemocnéni, pro néz jsou
charakteristické zmeény v délce repetitivnich sekvenci v celém genomu (Loeb, 1994;
Fishel et al., 1993, nalezeno v: Seifert a Reichrath, 2006). Kvuli uzké provazanosti
mezi mutacemi v genu MSH2, nestabilitou mikrosatelitd a vznikem nadorového
onemocnéni vznikla snaha detekovat mutantni gen MSH2 v tumorech a zpfesnit tak
prognézu nadorovych onemocnéni. Detekce inaktivaCnich mutaci v genu MSH2
technikami molekularni biologie je Casové narotna a proto se ke slovu dostala
imunohistochemicka detekce proteinu hMSH2. Tento protein je ve vzorku detekovan
pouze v pfipadé, kdyz gen MSH2 neni mutovan, ¢imz se prikaz inaktivaéni mutace
v genu MSH2 znacné usnadnil a urychlil (Leach et al., 1996; Shia et al., 2004,
Thibodeau et al., 1996, nalezeno v: Seifert a Reichrath, 2006).

Nadorova onemocnéni deficientni v MMR jsou ¢asto chromosomalné stabilni.
Mutace se vtéchto pfipadech hromadi nejvice v oblastech obsahujicich kratké

repetitivni sekvence, tento typ lokalizce mutaci je souhrnné nazyvan vysoka
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nestabilita mikrosatelitd (MSI-H, high-level microsatellite instability). PFi¢inou vzniku
sporadickych nadorovych onemocnéni vykazujicich MSI-H neni pouze samotna
deficience MMR, ale i epigenetické vlivy, kterymi jsou napf. metylace promotoru
MMR genu s nasledkem snizeni nebo uplného utlumu exprese téchto genu (Boland

a Goel, 2010; Jasperson et al., 2010, nalezeno v: Kloor et al., 2014).

Jsou rozliSovany dva typy inaktivace MMR genU, a to na embryonalni urovni,
nebo na somatické. Pfi embryonalni inaktivaci MMR genu jsou €asto zaznamenany
tyto typy mutaci: inzerce nebo delece nékolika malo nukleotidd vyustujici v posun
Cteciho ramce a inaktivaci daného MMR genu, jednonukleotidové zameény,
po kterych muze dojit k zafazeni odliSné aminokyseliny do syntetizovaného proteinu
nebo k pfed€asnému vzniku stop kodonu. Sporadicka MSI-H nadorova onemocnéni
daného genu a souCasné somatickou inaktivaci zbyvajici funkéni alely.
Charakteristickymi znamkami sporadickych MSI-H nadorovych onemocnéni jsou
metylace promotoru genu MLH1 a aktivaéni mutace onkogenu BRAF (V600E

mutace) (Parsons et al., 2012, nalezeno v: Kloor et al., 2014).

V nadorech, ve kterych nebyla zjisténa inaktivacni mutace v genu MSH2 byva
Casto zvySena exprese tohoto genu (Aubry et al., 2001; Castrilli et al., 2002; Hamid
et al.,, 2002; Hussein et al., 2002, 2006; Leach et al., 2000; Rass et al., 2001,
Srivastava et al., 2004, nalezeno v: Seifert a Reichrath, 2006). Pfi¢ina zminéného
jevu nebyla prozatim objasnéna, ale pfedpoklada se souvislost s nestabilitou
genomu. ZvySena exprese genu MSH2 byla detekovana jak v benignich,
tak v malignich tumorech s vysSi proliferacni aktivitou (Aubry et al., 2001; Castrilli et
al., 2002; Hamid et al., 2002; Leach et al., 2000; Rass et al., 2001; Srivastava et al.,
2004, nalezeno v: Seifert a Reichrath, 2006). Nasledujicimi studiemi bylo
zdokumentovano, ze béhem bunécného cyklu hladina hMSH2 kolisa. Pficemz
nejméné hMSH2 bylo detekovano v burikach, jez byly ve fazi-G1 a na pocatku
faze-S, a nejvice v burikach, ve kterych probihala replikacni a postreplikacni faze
bunééného cyklu (Marra et al.,, 1996, nalezeno v: Seifert a Reichrath, 2006).
PTFi overexpresi transkripéniho faktoru E2F byla rovnéz zpozorovana vysSi exprese
genu MSH2 (lwanaga et al., 2004, nalezeno v: Seifert a Reichrath, 2006). Z téchto
poznatkll Ize vyvodit, Ze exprese genu MSH2 je pod kontrolou mechanizmi

regulujicich bunécény cyklus.

20



MMR ma rovnéz nepostradatelnou ulohu v kontrolnich bodech bunécného
cyklu a také pfi apoptéze (Goldmacher et al., 1986; Kat et al., 1993; Zhang et al.,
1999, nalezeno v: Seifert a Reichrath, 2006).

Kontrolni bod mezi G,- a M-fazi bunéfného cyklu je vyznamny, jelikoz
zabranuje bunce v mitéze, pokud v ni doslo k poskozeni DNA béhem G,-faze nebo
nebyla provedena oprava chyb v DNA vzniklych béhem G;- a S-faze. Za funkci
kontrolniho bodu G,/M jsou zodpovédné cyklin-dependentni kinazy CDK1 a CDK2.
Fosforylaci CDK1 ovliviiuje hMSH2 spolu s navazanou ATR (ATM- and Rad3-related
kinase) (Cejka et al.,, 2003; Wang a Qin, 2003, nalezeno v: Seifert a Reichrath,
2006).

Pfed kontrolnim bodem G,/M musi délici se burika projit kontrolnim bodem
S-faze bunécného cyklu. V tomto bodé se hMSH2 vaze na CDK2, a pokud dojde
k asociaci ATM (ataxia-telangiectasia-mutated kinase) s hMLH1 je bunécny cyklus
zastaven, jelikoz délici se burika obsahuje poskozenou DNA. ATM fosforyluje CDK2,
ktera zablokuje postup buriky do dalSi faze cyklu (Brown et al., 2003, nalezeno v:
Seifert a Reichrath, 2006).

Zvysena exprese genu MLH1 a MSH2 in vitro indukuje apoptézu. A naopak
pfi abnormalitach omezujicich funkci MMR u bunécnych linii byla zjisténa vyS$Si mira
rezistence téchto bunék vu&i genotoxickym latkam (alkylaénim a metylacnim
vedoucich k apoptoze (Fink et al., 1998; Wang a Lippard, 2005; Young et al., 2004,
nalezeno v: Seifert a Reichrath, 2006).

V travicim traktu je gen MSH2 nejvice exprimovan v bazalni laming, z niz
vznika sliznice travici trubice a spekuluje se o dvou moznych duvodech.
Pravdépodobnéjsi variantou je, ze hMSH2 stabilizuje genom délicich se bunék.
Druhou moznosti je, Ze exprese genu MSH2 je indukovana proteinem p53, jelikoz
gen MSH2 ma ve svém promotoru vazebné misto pravé pro protein p53 (Leach et
al., 1996; Scherer et al., 1996, nalezeno v: Seifert a Reichrath, 2006).

2.8. p53

Gen kodujici tumor supresorovy protein p53, oznacovany jako TP53 (tumor

protein p53) je lokalizovan na 17pl13.1. Protein p53 obsahuje ve své struktuie
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domeény s funkci transkripCné aktivacni, oligomerizaCni a také umoznujici vazbu
na DNA. Protein p53 reaguje na stresové podminky regulaci exprese cilovych genu,
¢imz indukuje zastaveni probihajiciho bunécného cyklu, apoptdézu, senescenci,
reparaci DNA nebo zmény v metabolismu. Mutace v genu pro p53 jsou spojovany
s mnoha nadorovymi onemocnénimi v€etné dédicnych nadorovych onemocnéni.
Alternativni sestfih tohoto genu spolu s pouzitim alternativnich promotort produkuje
velké mnozstvi variant transkriptd a izoforem. Doplfikové izoformy vznikaji pouzitim
alternativnich iniciaCnich kodonu pfi translaci

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/7157).

Rozvoj nadorového onemocnéni je usnadnén zménou exprese regulatoru
bunécného cyklu a apoptézy. Proto se mnoho studii zabyvalo expresi p53 v GIST.
U GIST s overexpresi p53 byla ve vétSiné pripadu zjiSténa nizka aktivace proteinu
podfizenych p53 a soufasné nefunkéni draha p53 (Romeo et al., 2009). Dale byl
prokazan vztah mezi overexpresi p53 a rostoucim rizikem malignity a mitotickym
indexem u GIST (Jiang et al., 2012).

U GIST, které nenesou mutaci v genu kodujicim p53, se pfedpoklada vyuziti
této skutecnosti ke zlepSeni ucinku inhibitorG tyrozinkinaz. K lécbé GIST se Casto
pouziva imatinib mesylat, jenZ ma sice silné antiproliferativni ucinky, ale nevyvolava
u vSech bunék GIST apoptdézu, ¢imz zamezuje kompletni remisi onemocnéni ovsem
s rizikem sekundarni progrese. Z tohoto divodu se uvazuje o Ié€bé GIST inhibitory
tyrozinkinaz spolu s inhibitory MDM2 (murine double-minute 2), které by zvysily
mnozstvi p53 schopného se vazat na DNA v nadorovych burikach. Nahromadény

p53 by nasledné indukoval apoptézu (Henze et al., 2012).

2.9. p21

Gen kodujici inhibitor cyklin-dependentni kinazy 1A, znamy také jako p21
je lokalizovan na 6p21.2. Koédovany protein p21 se vaze na komplexy urcitého
cyklinu s CDK2, CDK4 nebo CDK6 a inhibuje jejich aktivitu, ¢imz pini funkci
regulatoru progrese buné&ného cyklu ve fazi-G;. Exprese tohoto genu je pod pfisnou
kontrolou tumor supresorového proteinu p53, pomoci kterého protein p21
zprostfedkovava zastaveni bunééného cyklu v kontrolnim bodé G; v reakci
na stresové faktory. Protein p21 mulze interagovat s PCNA a s DNA polymerazou,
reguluje tedy také S-fazi bunécného cyklu a proces reparace DNA. Protein p21l
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je specificky Stépen kaspazou CASP3, coz je nasledovano aktivaci CDK2, tento
proces napomaha zahajeni apoptdzy aktivaci kaspaz. Alternativnim sestfihem vznika

mnoho variant tohoto genu (http://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/NG_009364.1).

Liu et al. (2006) se ve své studii zabyval souvislosti mezi expresi p21
araznymi typy GIST s odliSnym stupném malignity. Souvislost mezi lokalizaci,
velikosti, histologickym subtypem GIST a mirou exprese p21 nebyla nalezena, zato
byla prokazana korelace mezi zvySenou expresi p21 a rostoucim potencialem
malignity GIST. P21 by proto mohl byt pouzivan jako marker k posouzeni maligniho
chovani GIST.

2.10. Prognostické faktory

GIST je fazen mezi agresivni nadory, u kterych nelze s urcitosti vyloucit jejich
malignitu, a z tohoto dlvodu byla stanovena morfologicka kritéria slouzici k uréeni
rizika agresivniho chovani GIST (Tab. [, Il). V Tab. | je uvedeno ¢lenéni schvalené
na konferenci The National Institutes of Health v roce 2001 (Fletcher et al., 2002).

V roce 2006 tato kritéria zpfesnil Miettinen et al. a ta jsou uvedena v Tab. II.

Tab. I: Morfologické prognostické faktory definujici riziko agresivniho chovani GIST
(Fletcher et al., 2002).

Riziko agresivniho chovani | Rozmér tumoru (cm) | Mitoticky index (HPF)

velmi nizké <2 <5/50
nizké 2-5 <5/50

stiedni <5 6-10/50
5-10 <5/50
>5 >5/50

vysoké >10 jakykoliv

jakykoliv >10/50
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Tab. Il: Prognostické faktory ur€ujici riziko agresivniho chovani GIST (Miettinen et al.,

2006).
Mitoticky Max. Jejunum a

index (HPF) | rozmér (cm) Gaster Duodenum ileum Rektum
<2 zadné zadné zadné zadné
2-5 velmi nizké nizké nizké nizké
<5/50 — - — -
5-10 nizké vysoké stredni vysoké

>10 stfedni vysokeé
<2 zadné nezname vysokeé vysoke
2-5 stfedni vysoké vysoké vysoké
>5/50 - - - -
5-10 vysokeé vysokeé vysokeé vysoke

>10 vysoké vysoké

HPF (high-power field) znali plochu zorného pole mikroskopu o rozméru

5 mm? pfi zvétseni 40krat.

2.11.  Lécba GIST

Prvnim krokem pfi 1é€bé GIST je resekce tumoru do histopatologicky
provéfenych zdravych okraji tkané, tedy RO resekce dle klasifikace. Pfi manipulaci
s tumorem je nutné postupovat opatrné, jelikoz je kiehky a naruSenim jeho integrity
pfi operaci by mohlo dojit k rozsevu GIST do okolni tkané. Lymfatické uzliny
se neodstranuji, protoze GIST do nich zpravidla nemetastazuje (Demetri et al., 2010;
Pidhorecky et al., 2000; Stamatakos et al., 2009, nalezeno v: Rammohan et al.,
2013). U 50 % pacientd dochazi i po kompletni resekci tumoru k rozvoji metastaz
a recidivé. Polovina pacientu po resekci tumoru pfeziva po dobu 5 let, u vysoce
rizikovych GIST se doba preziti zkracuje na 2 roky. Klécbé GIST se kromé
chirurgického odstranéni tumoru pouziva inhibitor tyrozinkinaz imatinib mesylat, ktery
je svou strukturou podobny ATP a vaze se misto néj do ATP-vazebného mista
tyrozinkinazovych receptort, ¢imz zabrarfuje substratové fosforylaci a aktivaci
podfizenych molekul. Imatinib mesylat inhibuje tyto tyrozinkinazy KIT, PDGFRA,
PDGFRB, ABL, BCR-ABL a CSF1R, ale velmi zalezi i na tom, ktery exon je u dané
kindzy mutovan (Beham et al., 2012; Pidhorecky et al., 2000; Sepe a Brugge, 2009;
Stamatakos et al., 2009, nalezeno v: Rammohan et al., 2013).
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Standardni davkovani imatinibu je 400 mg/den, pfi kterém jsou vyvazeny
benefity v podobé zvySeného celkového preziti s odpovidajici reakci na IéCbu
a vedlejSi ucinky, jez jsou nepfizniveéjSi u vysSich davek léku. Pacienti, u nichz
dochazi k progresi tumoru i pfi nasazeni standardni davky imatinibu a pacienti
s mutaci genu KIT v exonu 9 jsou IéCeni dvojnasobnou davkou imatinib mesylatu,
tedy 800 mg/den (Debiec-Rychter et al., 2004; Heinrich et al., 2003; Lasota
a Miettinen, 2008; Zalcberg et al., 2005, nalezeno v: Rammohan et al., 2013). Lécba
imatinibem zacCina mnohdy jiz pfed resekci tumoru, jelikoz zmensSuje jeho velikost
(snadnégji tak Ize dosahnout RO resekce) a zlepSuje celkové preziti pacientd spolu
s prezitim bez progrese onemocnéni (Demetri et al., 2010; Sepe a Brugge, 2009;
Wang et al.,, 2012, nalezeno v: Rammohan et al., 2013). Pacienti po kompletni
resekci tumoru se stfedné nebo vysoce rizikovym GIST uzivaji imatinib mesylat
po dobu 3 let, ostatni pacienti po kratSi dobu, zpravidla 2 roky (Demetri et al., 2010;

McAuliffe et al., 2009; Sepe a Brugge, 2009, nalezeno v: Rammohan et al., 2013).

Pacienti s neresektabilnim GIST, cCetnymi metastazemi nebo s recidivou
po resekci jsou rovnéz I|éCeni imatinib mesylatem. Po 3 mésicni |éCbé
se vyhodnocuje stav léze, a pokud ji stale neni mozné odstranit chirurgicky,
pokraCuje se dale v IéCbé imatinib mesylatem dokud dochazi k progresi onemocnéni.
Aby byly projevy choroby co mozna nejmirnéjsi, pokracuje se zpravidla v podplrné
lécbé imatinibem po cely Zivot pacienta. Pacientim s agresivnim GIST je podavana
vySSi davka imatinibu az 800 mg/den a pfi nepfiznivych vedlejSich ucincich byva
podavan sunitinib (Andtbacka et al., 2007; Beham et al., 2012; Dematteo et al., 2009;
DeMatteo et al., 2007; Demetri et al., 2010; Gronchi et al., 2007; Guilhot, 2004;
Mussi et al., 2010; Raut et al., 2006; Rutkowski et al., 2006; Sepe a Brugge, 2009;
Stamatakos et al., 2009; Sym et al., 2008; Wang et al., 2012; Yeh et al., 2010;
Zalcberg et al., 2005, nalezeno v: Rammohan et al., 2013).

Casté nezadouci uginky imatinib mesylatu jsou: zadrzovani tekutin, nevolnost,
svalové kieCe, prljem, unava, bolesti bficha a vyrazka. Dale byly zpozorovany
i zavazné nezadouci ucinky: poruchy funkce jater a plic, snizeni poctu erytrocytd,
krvaceni v travicim traktu, arytmie, méstnavé srdec¢ni selhani a akutni koronarni
syndromy (Demetri et al., 2010; Eisenberg et al., 2009; Trent et al., 2010; Wang et
al., 2012; Zalcberg et al., 2005, nalezeno v.: Rammohan et al., 2013).
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U 10 % az 20 % pacientd je zjiSténa primarni rezistence na imatinib,
definovana jako nedosazeni stabilniho stavu a nastup progrese GIST do 6ti mésicu
od pocatecni klinické odpovédi. Primarni rezistence je charakteristicka pro WT GIST,
GIST s mutaci v exonu 9 KIT nebo 18 PDGFRA. Sekundarni rezistence k imatinibu
se od primarni liSi pozdéjSim nastupem progrese a to az po 6ti a vice mésicich
od pocatecni klinické odpovédi, protoZze je zpusobena novou mutaci v genech KIT
nebo PDGFRA ovlivhujici aktivitu imatinib mesylatu a nebo mutaci v exonu 11 KIT.
Oba typy rezistence je mozné prekonat zvySenim davky imatinib mesylatu. Pfi
selhani tohoto postupu je nutné nasadit sunitinib malat (Demetri et al., 2010; Heinrich
et al.,, 2006; Joensuu et al., 2012; Maleddu et al., 2009, nalezeno v.: Rammohan et
al., 2013).

Sunitinib malat je podobné jako imatinib inhibitor tyrozinkinaz cileny na vice
typl téchto receptort, ale je ucinny i u GIST rezistentnich vici imatinibu
a u komplikovanych pfipadd. U sunitinibu byla prokazana jesté delSi doba bez
progrese onemocnéni i delSi celkové preZiti nez u imatinibu. Primarni a sekundarni
mutace KIT v GIST rezistentnich va&i imatinibu vyznamné ovliviuji Gcinnost
sunitinibu, ktery je méné ucinny pfi lé€¢bé tumord s mutaci v exonu 11 KIT. Sunitinib
malat se podava vzdy po dobu 4 tydnl nepretrzité kazdy den, pfiemz davkovani
je 50 mg/den. Po 4 tydnech |éCby nasleduje 14 dni bez podavani léku. BéZznymi
nezadoucimi ucinky sunitinib malatu jsou nevolnost, unava a hypertenze. Dale byla
pozorovana hematologicka toxicita (anémie, neutropenie), karditoxicita, bolesti
bficha, prljmy, zanét sliznice, nechutenstvi, zbarveni kiize a hypothyredza (Demetri
et al., 2006, 2010; George et al., 2009; Heinrich et al., 2008; Chu et al., 2009; Chu et
al., 2007; Raut et al., 2010; Sepe a Brugge, 2009; Zhu et al., 2009, nalezeno v:
Rammohan et al., 2013).

Nedavno byly vyvinuty a otestovany inhibitory tyrozinkinaz Il. generace, které
pfinaseji novou nadéji pro pacienty s GIST rezistentnimi vici imatinibu i sunitinibu:
sorafenib, dasatinib, nilotinib a regorafenib. Regorafenib inhibuje KIT, PDGFR,
VEGFR a zaroven je dobfe snasSen pacienty. Mezi jeho vedlejSi ucinky patfi
hypertenze, vyrazka a prijem (Demetri et al., 2009a,b, 2010, 2012, 2013; Fumagalli
et al., 2009; George et al., 2012; Guo et al., 2007; Huynh et al., 2009; Kindler et al.,
2011; Montemurro et al., 2009; Park et al., 2012; Reichardt et al., 2009; Sawaki et
al., 2011; Trent et al., 2011, nalezeno v: Rammohan et al., 2013).
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Pro GIST je typické jeho nepfedvidatelné chovani a z tohoto divodu je striktné
doporucovano dlouhodobé sledovani vSech pacientl, u nichz se tento typ tumoru
vyskytl. GIST ma tendenci se vracet hlavné béhem prvnich 3 az 5 rokl. Standardné
pacienti chodi na kontrolu po kazdych 3 az 6 mésicich (Demetri et al., 2010; Sepe

a Brugge, 2009; Stamatakos et al., 2009, nalezeno v: Rammohan et al., 2013).
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3. Cile prace

1) Detekce proteini RBPMS2, hMLH1, hMSH2, p21 a p53 pomoci nepfimé

dvoustuprové imunohistochemické metody.

2) Korelace exprese danych proteint s témito prognostickymi faktory: velikosti
tumoru, poCtem mitéz, lokalizaci tumoru, vyskytem nekr6z a pFezivanim

pacientd.
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4. Material a metodika

4.1. Materidl
Biologicky material:

Do parafinu zalité bloky se vzorky 47 pacientd s diagnostikovanym GIST
shromazdéné z celého uzemi Ceské republiky. Pramérny vék pacientd &ini 60 let,
muzl je 23 (49 %), zen 24 (51 %). GIST byly nejCastéji lokalizovany v Zaludku 16
(34 %), tenkém stfevu 15 (32 %), jicnu 6 (14 %), rektu 3 (6 %), peritoneu 3 (6 %),
retroperitoneu 2 (4 %), omentu 1 (2 %) a v jatrech 1 (2 %). 17 (36 %) pacientd mélo
mutaci v genu kodujicim KIT, 8 (16 %) pacientd mélo mutovany gen PDGFRA a u 6
(14 %) pfipadd se vyskytly mutace v obou téchto genech. Zbylych 16 (34 %)
pacientd mélo WT GIST.

Chemikalie:

Xylen, etanol (70%, 80%, 96%), aceton, kyselina citronova, dihydrat citronanu
sodného, Tris® (2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-diol), Tween®, SUBRS
BUFFER, DAB chromogen, hematoxylin, bezvodé médium Entellan, 30% roztok

peroxidu vodiku, chlorid sodny, amoniak, destilovana voda.

Primarni protilatky: RBPMS2 krali¢i polyklonalni (kat. & ab170777), hMLH1
(kat. €. 33-7800, Invitrogen), hMSH2 krali€i polyklonalni (kat. ¢. 2019, Cell signaling),
p2l (kat. & 7H181), p53 (Masarykiv onkologicky ustav Brno, B. Vojtések).
Sekundarni protilatka Dako EnVision + Dual Link System — HRP (kat. ¢. K4061).

Priprava pouzitych roztok:

Citratovy pufr: 9 ml roztoku 10mmol/l kyseliny citronové smichat s 41 ml roztoku
10mmol/l citronanu sodného a to doplnit do objemu 500 ml destilovanou vodou,

pfipadné upravit pH na 6,0 - 6,2.

Zasobni roztok 10x Tris pufru: 61 g Tris rozpustit v 1 | destilované vody, pfipadné
upravit pH na hodnotu 7,6. Red&ni zasobniho roztoku 10x Tris pufru: 900 ml

fyziologického roztoku smichat se 100 ml 10x Tris pufru.

Roztok 0,05 mol/l Tris pufru s 0,05% Tween: k 1 | Tris pfidat 500 ul Tween.
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3,3 -diaminobenzidin (DAB): smichat 1 ml SUBRS BUFFER s20 pl DAB

chromogenu.
Cpavkova voda: 5 ml amoniaku smichat se 100 ml destilované vody.
Pristroje a vybaveni laboratore:

Mikrovinna trouba (HISTOS PRO RAPID MICROWAVE HISTOPROCESSOR),
digestof (Merci), chladnicka (ARDO GL34), mikroskop Olympus CH 40RF200
(oznaceni okularu WHK 10x/20 L), pH metr (Orion 3-star pH Benchtop), digitalni
C¢asova¢ (Roth TR118), michacka (MR Hei-Standard), laboratorni vahy (RADWAG
PS 2100/C/2), vihka komurka, Elite PAP Pen, pozitivné nabita podlozni skla, kryci
skla, automatické pipety (100 - 1000 ul), Spi¢ky, kyvety, mikrozkumavky, odmérné
valce, nalevky, autoklavovatelné lahve, buni€ina, ochranné rukavice, odpadni

nadoba.
4.2. Metodika

4.2.1. Imunohistochemicka detekce antigenti ve tkanich

K detekci proteind RBPMS2, hMLH1, hMSH2, p53 a p21 byla pouzita nepfima
dvoustupnova imunohistochemicka metoda. Ze zkoumanych tkani, fixovanych
formalinem a zalitych v parafinu, laborantky vyhotovily 5 pm silné fezy. Poté
nasledovalo napinani fezt na teplé vodni hladingé. Po tomto kroku laborantky fezy
premistily na pozitivné nabita podlozni skla, a aby doslo k dalSimu rozpinani fezu,

byly preparaty umistény na temperovanou podlozZku.

Podlozni skla s napnutymi fezy bylo nutné nechat zaschnout v termostatu
pfi 58 °C do druhého dne. Odstranéni parafinu z preparatt bylo provedeno roztokem
xylenu, v némz se parafin rozpousti. V xylenu byly preparaty proprany 2krat vzdy
po dobu 10 min. Poté byla tkan zavodnéna, jelikoz dalSi prace s preparaty probihala
v hydrofilnim prostfedi. Toho bylo dosazeno protazenim preparatl sestupnou
alkoholovou fadou roztokl o koncentracich 96 %, 80 %, 70 % etanolu a nakonec
destilovanou vodou. V kazdém roztoku byly preparaty ponechany po dobu 4 min.
Preparaty se poté umistily do nadoby obsahujici citratovy pufr o pH = 6,0 - 6,2
a k revitalizaci antigenu byla vyuzita mikrovinna stimulace po dobu 15 min.

pfi 120 °C. Poté se preparaty 20 min. chladily tekouci vodou a nasledné se oplachly
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2krat destilovanou vodou. Nasledovala blokace aktivity endogenni peroxidazy
ponofenim preparatd na 15 min. do kyvety s 5% roztokem peroxidu vodiku. Po této
procedure byly preparaty oplachnuty destilovanou vodou. Nasledovala promyti 2krat
po 5 min. v 0,05 mol/l Tris pufru, 1krat po dobu 5 min. v 0,05 mol/l Tris pufru s 0,05%
Tween, tyto roztoky mély pH cca 7,6.

Pfed aplikaci primarni protilatky byla tkan na podloznim skle ohrani¢ena
pomoci Elite PAP Pen. Na tkan se poté aplikovalo 200 ul nafedéné primarni
protilatky (Tab. Ill), tak, aby pokryla cely povrch tkané a nakonec byly preparaty
poloZeny do vlhké komurky s optimalni vihkosti. Inkubace probihala pfi laboratorni

teploté.

Tab. lll: Primarni protilatky pouzité k detekci zkoumanych proteinu, jejich fedéni a

doba inkubace

primarni— | ¢ qep; | doba
protilatka inkubace
RBPMS2 1:50 1 hod.
hMLH1 1:50 2 hod.
hMSH2 1:50 2 hod.
p53 1:100 1 hod.
p21 1:50 1 hod.

Poté byl preparat promyt 2krat po 3 min. v 0,05 mol/l Tris pufru, 1krat po dobu
3 min. v 0,05 mol/l Tris pufru s 0,05% Tween. Po promyti byla aplikovana sekundarni
protilatka sestavajici z kozich anti-mySich a anti-krali€ich  imunoglobulin(
konjugovanych s polymerem kifenové peroxidazy. Inkubace probihala 1 hod.
pfi laboratorni teploté. Opétovny oplach 3krat po 3 min. v 0,05 mol/l Tris pufru.
K vizualizaci  specifické  imunohistochemické reakce byl pouZit roztok
3,3 -diaminobenzidinu (DAB) aplikovany po dobu 5 min. Preparaty byly opét
oplachnuty destilovanou vodou. Vysledkem reakce byl hnédy stabilni produkt

v mistech, kde byl pfitomen antigen.

Dale bylo provedeno nespecifické dobarveni jader bunék hematoxylinem.
Preparaty byly umistény do kyvet obsahujicich hematoxylin na dobu 1 az 2 min. Poté

byly preparaty v kyveté proplachovany slabym proudem tekouci vody, pak
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se do kyvety nalila ¢pavkova voda a po 1 min. se opét preparaty proplachovaly

tekouci vodou.

Po vyprani prebyteCného hematoxylinu tekouci vodou byly preparaty
odvodnény protazenim touto fadou roztokl: 96% etanol, aceton, aceton-xylen a 2krat
v xylenu. V kazdém roztoku byly preparaty ponechany po dobu 3 min. Poslednim
krokem bylo montovani do bezvodého média konkrétné Entellanu a prekryti krycim

sklickem.

K hodnoceni miry exprese studovanych proteind bylo pouzito
semikvantitativniho hodnoceni exprese pomoci H-indexu = procentualni pocet
pozitivnich bunék v 10 zornych polich pfi celkovéem zvétSeni 200krat x sila
exprese/ 2. Sila exprese: 1 - slaba, 2 - stfedné silna, 3 - silna. U proteind hMLH1,
hMSH2, p21 a p53 byla hodnocena exprese v jadrech bunék, zatimco u RBPMS2

byla hodnocena cytoplazmaticka exprese viz Obr. 2.

Cast parametri, konkrétn& imunohistochemickd exprese proteind DOGH1,
Ki67, CD34, RBPMS2, p21, p53, hMLH1, hMSH2 jakoz i stanoveni histologickych
subtypu GIST, byla zpracovana v ramci rutinnich diagnostickych metod na pracovisti
Ustavu klinické a molekularni patologie Fakultni nemocnice Olomouc. V ramci své
prace jsem se z Casti seznamila s diagnostickymi postupy pfi histopatologické

diagnostice GIST.

32



Obr. 2: Fotografie preparatt GIST, které jsou imunohistochemicky pozitivni na vyskyt
proteint - A, p53; B, p21; C, hMLH1; D, hMSH2; E, RBPMS2 (Z: 100x)

4.2.2. Statistické metody

K analyze dat byl pouzit poCitaovy program Statistica verze 2. Ke srovnani
imunohistochemické exprese protein hMLH1, hMSH2, p2l1, p53, RBPMS2
se stupném rizika rekurence, progresi tumoru, pouzitou terapii a velikosti nadoru
byl aplikovan Mann-Whitney neparametricky test. Hodnoty p < 0,05 byly povazovany

za statisticky signifikantni.
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5. Vysledky

Stupen rizika rekurence byl stanoven podle prognostickych faktor( urcujicich
riziko agresivniho chovani GIST (Tab. Il) a zahrnuje tedy lokalizaci tumoru, mitoticky

index, velikost tumoru a vyskyt nekroz.

Veskeré analyzované vzorky GIST byly rozdéleny na tfi skupiny: tumory
S nizkym stupném rizika rekurence, stfednim stupném rizika rekurence a vysokym

stupném rizika rekurence.

Nebyla nalezena zadna signifikantni korelace pfi srovnani tumord s nizkym
a stfednim stupném rizika rekurence s expresi vSech testovanych protein(

a mitotickou aktivitou.

Vysledky Mann-Whitney testu prokazaly korelaci mezi expresi hMLH1
(p = 0,003), mitotickou aktivitou (p = 0,049) a tumory s nizkym a vysokym stupném
rizika rekurence (Obr. 3).

U souboru tumort se stfednim a vysokym stupném rizika rekurence byla
prokazana korelace s expresi hMLH1 (p = 0,027). Zaroven byla zaznamenana
tendence ke korelaci téchto skupin tumorl s mitotickou aktivitou a expresi hMSH2
a p53 (mitoticka aktivita: p = 0,054; hMSH2: p = 0,067; p53: p = 0,062).

30

T
low moderate highe
Risk

Obr. 3: Korelace exprese hMLH1 se stupném rizika rekurence

U vS8ech vzorkll nezavisle na stupni rizika rekurence byla zaznamenana
vysoka exprese RBPMS2 (Obr. 4).
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Obr. 4: Korelace exprese RBPMS2 se stupném rizika rekurence

Progrese je situace, kdy dochazi k narlGstu hmoty tumoru u pacientu
podstupujicich 1éEbu. Analyzované vzorky GIST tedy byly rozdéleny na pfipady,
u nichz doslo k progresi a na pfipady bez progrese nadorového onemocnéni.
S rizikem progrese GIST koreluje exprese p21 (p = 0,044), p53 (p = 0,022)
a mitoticka aktivita (p = 0,007) viz Obr. 5.
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Obr. 5: Korelace exprese p53 s progresi nadorového onemocnéni

Nezavisle na progresi GIST byla zaznamenana vysoka exprese RBPMS2
(Obr. 6).
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Obr. 6: Korelace exprese RBPMS2 s progresi nadorového onemocnéni

U vS8ech vzorku byl zkouman také mozny vliv terapie na expresi danych
proteind. U pacientd podstupujicich terapii byla zaznamenana korelace s vySsi
expresi hMLH1 (p = 0,011) viz Obr. 8. Souasné byla zaznamenana i tendence

ke korelaci mitotické aktivity tumoru s terapii (p = 0,065) viz Obr. 7.
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Obr. 7: Korelace mitotické aktivity tumoru s terapii
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Obr. 8: Korelace exprese hMLH1 s terapii

Nezavisle na pouziti terapie byla zaznamenana vysoka exprese RBPMS2
(Obr. 9).
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Obr. 9: Korelace exprese RBPMS2 s terapii

Veskeré studované vzorky GIST byly rozdéleny do tfi velikostnich skupin:

<20 mm; 21 - 65 mm a >66 mm.

U velikostnich skupin <20 mm a 21 - 65 mm koreluje velikost tumoru s expresi
hMLH1 (p =0,013) a tendenci ke korelaci vykazuje exprese p21 (p = 0,065) viz
Obr. 10.

Dale byla statisticky hodnocena korelace mezi expresi danych proteinu

a vzorky GIST nalezejicimi do velikostnich skupin < 20 mm a >66 mm. Zde byla
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zjisténa signifikantni korelace s expresi RBPMS2 (p = 0,008) a tendence ke korelaci
s mitotickou aktivitou (p = 0,073) viz Obr. 11.

Jako posledni zbyla moznost byla hledana korelace mezi expresi danych
proteinl a vzorky GIST patficimi do velikostnich skupin 21 - 65 mm a >66 mm.
V tomto pfipadé byla signifikantni korelace s expresi p21 (p = 0,006) a mitotickou

aktivitou tumoru (p = 0,030).
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Obr. 10: Korelace exprese hMLH1 s velikosti tumoru
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Obr. 11: Korelace exprese RBPMS2 s velikosti tumoru
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6. Diskuze

V ramci studovaného souboru pacientu byla zjisténa korelace mezi expresi
proteinu hMLH1 a stupném rizika rekurence (p = 0,027), velikosti tumoru (p = 0,013)
a podstoupenou terapii (p = 0,011). Zaroven byla zaznamenana tendence ke korelaci
exprese hMSH2 se stupném rizika rekurence GIST (p = 0,067). Tyto vysledky
podporuji teorii zdUvodhujici vySSi expresi gend MLH1 a MSH2 v tumorech.
Podstatou této teorie je, Ze v nadorech s vySsi proliferaéni aktivitou dochazi ¢asto
béhem replikace k poskozeni DNA, zastaveni bunécného cyklu a navozeni apoptozy.
Z téchto davodl je potfebné vétsi mnozstvi proteini hMLH1 a hMSH2, které plini
svou funkci pravé v kontrolnich bodech bunééného cyklu. Dle dostupnych informaci
nebyla dosud zkoumana imunohistochemicka exprese hMLH1 a hMSH2 ve vétSim
poctu vzorka GIST, a proto se jedna o unikatni vysledky. K dispozici jsou prozatim
prace zabyvajici se mirou metylace promotoru genu MLH1 v GIST, jejich zavéry

se ovSem velmi liSi (House et al., 2003; Igarashi et al., 2010; Saito et al., 2008).

Na souboru pacientd hodnoceném v této praci, ktery je relativné velky
vzhledem k vzacnému vyskytu daného onemocnéni, se potvrdilo, ze RBPMS2
je mozno vyuzit jako diagnosticky marker GIST. Exprese tohoto proteinu byla vysoka
v naprosté vétSiné vzorkd GIST. Ov8em nebyl potvrzen prognosticky vyznam
exprese proteinu RBPMS2 (p = 0,520). Tento vysledek je vrozporu s plvodni
hypotézou. Nicméné vzhledem k tomu, Ze neexistuji jiné prace, které by se touto
problematikou zabyvaly, s vyjimkou prace Hapkové et al. (2013), bude nutné tento

vysledek ovéfit multicentrickou studii.

V ramci této prace byla také zjiSténa korelace mezi expresi p21 a progresi
GIST bez ohledu na lokalizaci primarniho tumoru (p = 0,044). Uvedeny fakt
je v souladu s obecné znamym faktem, ze zvySena exprese p21 u solidnich nadorud
je spojena s horsi prognézou. Toto zjisténi podporuje hypotézu kolegu Liu et al.
(2006), ktefi zjistili, ze zvySena exprese p21 muze byt nezavislym prognostickym
faktorem ur€ujicim malignitu GIST. Studie Blair et al. (2005) rovnéz potvrzuje,

Zze v GIST je zvySena exprese proteinu p21.

Z vysledkll této prace je rovnéz ziejmé, Ze zvySena exprese aberantniho
proteinu p53 je spojena s progresi GIST (p = 0,022) a je zde i tendence ke korelaci

se stupném rizika rekurence (p = 0,062). Jiné prace se rovnéz zabyvaly danou
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problematikou a vétSina studii svymi vysledky potvrzuje vySe uvedeny fakt. Exprese
p53 podle vysledku studii rovnéz koreluje u pacientl s GIST s poétem mit6z, rizikem
malignity, tvorbou metastaz po kompletni resekci tumoru a se snizenou
pravdépodobnosti pfeziti pacientl (Fang et al., 2013; Hata et al., 2006; Hillemanns et
al., 1998; Jiang et al., 2012; Kim et al., 2012; Lv et al., 2013; Martinez-Consuegra et
al., 2006; Menéndez et al., 2011; Romeo et al., 2009; Zong et al.,, 2012). OvSem
existuji také studie, které neprokazaly korelace mezi expresi p53, prognozou
a pravdépodobnosti preziti pacientl s GIST (Artigiani Neto et al., 2012; Cunningham
et al., 2001; Wallander et al., 2013; Wong et al., 2003). Mozné pficiny rozdilnych
zavérl studii lze objasnit pouzivanim raznych klont protilatek proti p53
k imunohistochemické detekci tohoto proteinu. Dale bylo zjisténo, Ze nemutovany
p53 je ve vzorcich hufe detekovatelny, kvuli své nestabilité, oproti mutovanému p53,
ktery je snadno detekovatelny. Nékteré studie pouZivaji vzorky tkané o malé velikosti
tzv. tissue microarrays, coz u GIST neni vhodné, jelikoz se jedna o tumor
s heterogenni strukturou, a tudiz i exprese protein0 nebyva ve tkani GIST
rovhomérna. Tyto vyjmenované faktory ve vysledku ovliviuji analyzovanou miru

exprese p53 a tim i zavéry studii.

Vysledky této prace rovnéz potvrdily obecné znamy fakt, Ze mitoticka aktivita
vzorka GIST koreluje se stupném rizika rekurence (p = 0,049), progresi (p = 0,007)
a velikosti tumoru (p = 0,030), coz je zohlednéno i v prognostickych tabulkach

hodnoticich riziko progrese u pacientt s GIST (Tab. I, II).
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7. Zaveér

Gastrointestinalni stromalni tumory jsou nejCastéjSimi mesenchymalnimi
nadory traviciho traktu. GIST jsou odolné vuc&i konvenéni chemoterapii i ozafovani.
Jelikoz tyto tumory dobfe reaguji na cilenou terapii, ktera byla objevena na zakladé
molekularné genetickych studii, slouzi GIST jako model pro vyvoj cilené terapie
vhodné pro léCbu jinych typu solidnich tumorl. Tato bakalarska prace shrnuje
souCasné poznatky tykajici se diagnostiky, histologie, cilené terapie, molekularni

klasifikace a charakterizace tohoto unikatniho tumoru.

V experimentalni ¢asti prace jsem se zabyvala imunohistochemickou detekci
proteini RBPMS2, hMLH1, hMSH2, p53 a p21 ve vzorcich tkani z GIST. Jelikoz
GIST ve veétSiné pfipadd vykazuje maligni chovani, zaméfila jsem se pravé
na detekci proteindl, které se uc€astni procest probihajicich béhem kontrolnich bod

bunééného cyklu, reparace DNA a apoptozy.

Vysledky této prace potvrdily souvislost mezi overexpresi proteinu p53, p21
a zvySenym rizikem progrese GIST (p53: p = 0,022; p21: p = 0,044). Toto zjisténi Ize
logicky zduvodnit, jelikoz pfi poruchach bunécného cyklu je zvySena exprese p53,
ktery poté aktivuje gen kodujici p21, jenz zastavi bunéény cyklus v kontrolnim bodé
Gi. Tyto vysledky podporuji vyuziti p21 jako nového nezavislého prognostického

markeru umozfujiciho stanovit malignitu GIST.

Dale byla analyzovana exprese protein hMLH1 a hMSH2 a v ramci souboru
testovanych vzorkd byl prokazan signifikantni vztah mezi expresi hMLH1 a rizikem
rekurence (p = 0,027) a velikosti GIST (p = 0,013). Tento vysledek souvisi s vysokou
proliferacni aktivitou malignich pfipadu GIST, kdy pfi replikaci DNA dochazi k jejimu
poSkozeni nasledovanému aktivaci mechanizmud reparujicich DNA, jejichz soucasti

jsou prave proteiny hMLH1 a hMSH2.

Vysledky této prace nepotvrdily pfedpokladané vyuziti RBPMS2 ke stanoveni
prognozy pacientl s GIST, jelikoz nebyla prokazana korelace mezi rizikem rekurence
GIST a expresi RBPMS2 (p = 0,520). Tento vysledek ovSem bude jesté nutné ovéfit
multicentrickou studii. Vysledky prace ovSem povrdily, Ze RBPMS2 je mozné vyuzit
jako diagnosticky marker GIST.
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9. Seznam pouzitych zkratek a symboli

A

ABL
AP2
ATM
ATP
ATR
BCR-ABL
BMP
BRAF
C
CASP3
CD117
CD34
CDK1
CDK2
CDK4
CDK6
CSF1R
CT
DAB
DNA
DOG1
E2F

G
GIST
hedgehog
hMLH1
hMSH2
hMSH3
hMSH6
HNPCC

adenin

Abelson tyrosine-protein kinase
transkripCni faktor AP2
ataxia-telangiectasia-mutated kinase
adenosintrifosfat

ATM- and Rad3-related kinase

fuzni protein BCR-ABL

bone morphogenetic protein

v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B
cytosin

caspase 3, apoptosis-related cysteine peptidase
epitop extracelularni domény KIT receptoru
antigen CD34
cyklin-dependentni kinaza 1
cyklin-dependentni kinaza 2
cyklin-dependentni kinaza 4
cyklin-dependentni kinaza 6

colony stimulating factor 1 receptor
pocitaCova tomografie

3,3 -diaminobenzidin
deoxyribonukleova kyselina
discovered on GIST 1

transkripCni faktor E2F

guanin

gastrointestinalni stromalni tumor
sonic hedgehog protein

protein kddovany genem MLH1
protein kbdovany genem MSH2
protein kbdovany genem MSH3
protein kédovany genem MSH6
Lynchuv syndrom
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HPF

hPMS2

ICC

KIT

Ki67
MDM2
MLH1
MMR
MRNA
MSH2
MSH6
MSI
MSI-H
MutLa
MutSa
MutSp
NF-E1
NFI

Y

p21

p5S3
PCNA
PDGFR
PDGFRA
PDGFRB
PDGFs
PI3K/AKT

q
Rac/Rho-JNK

plocha zorného pole mikroskopu o rozméru 5 mm? pfi zvétseni
40krat

protein kodovany genem PMS2 (postmeiotic segregation
increased 2)

intersticialni Cajalovy buriky

v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homolog
proliferaCni marker

murine double-minute 2

mutL homolog 1

oprava chybného parovani bazi fizena metylaci

mediatorova ribonukleova kyselina

mutS homolog 2

mutS homolog 6

nestabilita mikrosatelit(

vysoka nestabilita mikrosatelitt

komplex proteind hMLH1 a hPMS2

komplex proteini hMSH2 a hMSH6

komplex proteini hMSH2 a hMSH3

GATA binding protein 1 (globin transcription factor 1)

nuclear factor I/C (CCAAT-binding transcription factor)

kratké rameno chromosomu nebo statisticka veli€ina
cyclin-dependent kinase inhibitor 1

tumor supresorovy protein p53

proliferani bunécny jaderny antigen

receptor destickového rlstového faktoru

receptor destickového rlstového faktoru - alfa

receptor destickového rlstového faktoru - beta

destiCkové rustové faktory

draha 1-fosfatidylinozitol-3-kinazy a serin-treonin proteinkinazy
kodované genem v-akt murine thymoma viral oncogene
homolog 1

dlouhé rameno chromosomu

draha serin-treonin proteinkinazy kddované genem v-akt murine

thymoma viral oncogene homolog 1/ proteinu kédovaného
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Ras/MAPK

RBPMS
RBPMS2
RBPs
RFC
RNA
RNP1

RNP2

RRM

S100

SCF
SDHB
SDHC
SDHD
SFK/STAT
SM22
SMCs
SM-MHC

TP53
Tris
VEGFR
WT GIST
Z

aSMA

genem ras homolog family member D - mitogenem aktivované
proteinkinazy 8

kaskada déju, kterych se ucastni protein p21™° a mitogenem
aktivované proteinkinazy

RNA binding protein with multiple splicing

RNA-binding protein with multiple splicing 2

proteiny vazajici se na RNA

replikacni faktor C

ribonukleova kyselina

usek RBPMS2 kdédovany genem RNA binding motif, single
stranded interacting protein 2

usek RBPMS2 kodovany genem RNA binding motif, single
stranded interacting protein 2 RPA

RNA recognition motif

S100 calcium-binding protein A12

stem cell factor

podjednotka B sukcinat dehydrogenazy

podjednotka C sukcinat dehydrogenazy

podjednotka D sukcinat dehydrogenazy

Src family kinase/ signal transducer and activator of transcription
smooth muscle protein-22

bunky visceralniho hladkého svalstva

smooth muscle myosin heavy chain

transkripCni faktor Sp1

serum response factor

tymin

tumor protein p53

Tris pufr (2-amino-2-hydroxymetylpropan-1,3-diol)

receptor vaskularniho endotelialniho ristového faktoru

wild-type GIST

celkové zvétSeni mikroskopu

a-smooth muscle actin
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