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1 CILE PRACE

Bakalatska prace se sklada z teoretické a experimentalni Casti. V teoretické ¢asti jsou
popsany obecné informace o kolorektalnim karcinomu a matrix metaloproteinazach. Literarni
reSerSe byla dale zaméfena na shrnuti vlastnosti a funkci matrix metaloproteindz se
specializaci na MMP-19, ktera hraje vyznamnou roli v nadorové progresi a procesu
metastazovani a vénuje se 1 popisu imunohistochemie, ktera byla pouzita v této praci.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na imunohistochemickou detekci MMP-19.
Detekce proteinu MMP-19 byla provedena na 30 pacientskych vzorcich, u nichz byl
diagnostikovan kolorektalni karcinom. Pouzitim parafiniza¢nich a fixac¢nich technik
s naslednou imunohistochemickou detekci se testovala exprese MMP-19 v nadorovych
bunkach, bazalni vrstvé nadorového epitelu a ve stromatu. Ziskané vysledky byly statisticky

zhodnoceny a ziskana data byla porovnana s jiz publikovanymi vysledky.



2 TEORETICKA CAST

2.1. Kolorektalni karcinom (CRC)

2.1.1. Epidemiologie

Kolorektalni karcinom je jednou z nejcastéjSich onkologickych diagndéz a ve vsech
vyspélych statech jeho incidence nartsta (obr.1). NejCastéji se vyskytuje u lidi nad 50 let.
Typicky vék ceského pacienta s CRC sice lezi v intervalu 61-77 let, ale 21 % vSech nemocnych
je mladsich nez 60 let (obr.2). Celosvétové zptisobuje smrt zhruba 655 000 lidi ro¢né. Piesto Ize
v poslednich letech pozorovat naznaky zlepseni, pfedevsim stabilizaci mortality, ktera zacina
mirn¢ klesat (obr.3). Pfi stale rostouci incidenci vede ke zvySovani prevalence, tedy poctu
zijicich osob, u kterych byl v minulosti diagnostikovan a 1é¢en CRC (Dusek a kol., 2012).

Jednim z nejpostizengjsich stath na svété je Ceska Republika (spoleéné se Slovenskem
a Mad’arskem) (Petruzelka a Konopasek, 2003). Dle dat studie Estimates of the Cancer Incidence
and Mortality in Europe in 2006 (Ferlay a kol. 2007) (incidence kalkulovana na evropsky vékovy
standard) je CR s roéni incidenci 94,4 / 100 000 muii na 2. misté v Evropé a s roéni incidenci
46,0 / 100 000 Zen na 3. misté. V nasi zemi v pofadi vyskytu malignich onemocnéni je
kolorektalni karcinom u Zen na druhém misté (po nddorech prsu), u muzi predstavuje treti
nejéastéj$i onemocnéni (po nadorech plic a prostaty). Onemocni kazdy 20. obyvatel (Kocakova,
2005). Populacni zatéz je skutené vysoka, roéné je v CR nové diagnostikovano 7800-8100
pacienti s timto karcinomem a 3800-4200 pacientii na n¢j zemie (Dusek a kol., 2012,
Ferlay a kol, 2010).

Obecné lze fici, ze incidence CRC pfirozené nartsta s veékem, stejné¢ jako je tomu
u vétsiny ostatnich nadord. Stale plati, Ze CRC je Cast&jsi v ekonomicky vyspélejsich zemich,
coz mize byt spojeno s vysSim pifijmem zivoc¢isnych tukil, s nedostatkem vlakniny v potravé
a nedostatkem fyzické aktivity, spojenym s obezitou (Vyzula, 2009).

Hlavnim zdrojem dat o epidemiologii zhoubnych nadorii je Narodni onkologicky registr
CR (NOR). Dnes je NOR nedilnou souéasti komplexni onkologické péée a pii 100% pokryti
Ceské populace obsahuje za obdobi 1977-2009 vice nez 1,7 milionu zaznamid. Registrace
novotvarl je legislativné zakotvena a je povinnd. Z tohoto poctu pak téméf 12 % zédznamu

predstavuji zhoubné nadory tlustého stieva a konecniku (Dusek a kol., 2012).
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Obrazek 1: Incidence CRC ve svété ve srovnani s CR (URL:<http://www.svod.cz/>).

Ceska Republika je v incidenci kolorektalniho karcinomu na piednich mistech.
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Obrazek 2: Incidence vékového zastoupeni pacientt s CRC (URL:<http://www.svod.cz/>).
Nejcastéjsi vyskyt CRC se objevuje u pacientdl kolem 61-77 roku, avSak 21% vSech nemocnych je
mladsich 60 let.
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Obrazek 3: Incidence a mortalita (URL:<http://www.svod.cz/>).
Incidence CRC se za posledni roky zvétSuje, avS§ak miizeme pozorovat naznaky zlepseni a to predevsim

stabilizaci az sniZzovanim se mortality viibec.



2.1.2. Biologicka aktivita CRC

Kolorektalni karcinom je solidni naddor zazivaciho traktu, ktery se $ifi lokalné lymfaticky
a hematogenné. Lokalni Sifeni se d&je plo$né, sténou stieva a jejimi vrstvami, veetné prorustani
mimo stfevo do pfilehlych tkani a organti, vyjimecné formou implanta¢nich metastaz v usecich
distalné od nadoru. Lymfatické Sifeni spoCiva v nadorovém postizeni spadovych uzlin nebo
nadorovém postizeni lymfatickych cév (nadorova lymfoangiopatie). Hematogenni §ifeni spociva
Vv zaneseni uvolnénych Zivotaschopnych nadorovych bun¢k krevnim proudem do dalSich organd,
piredevsim do jater a plic, disledkem je vznik vzdalenych metastdz. Karcinom se miize Sifit
jinymi formami - angioinvazi, neuroinvazi, vytvafrenim shluki nadorovych bunék ("budding™)
apod. (URL:<http://www.hpb.cz/>).

Naprostou vétsinu nadort tlustého stfeva a konecniku tvoii adenokarcinomy (maligni
nadory ze zlazového epitelu). Vznik karcinomu tlustého stfeva je mnohastupiiovy proces.
Na sliznici tlustého stfeva nejprve vznika benigni polyp, ve kterém dochazi k dalSim
zmé&nam bungk, které nakonec vyusti v karcinom (Petruzelka a Konopasek, 2003). Je to dusledek
vzniku riznych genovych abnormalit, vétSinou zifejmé spojenych s deleci supresorovych gend.
(URL:<http://www.mojemedicina.cz/>). Nebezpe¢i CRC spociva v tom, Ze muze probihat
pomérné dlouho, skryté a manifestovat se az v pokrocilej$im, a tedy obtiznéji feSitelném, stadiu.
VétSinou se manifestuje krvi ve stolici, méné Casto se projevi bolesti bficha, stfidanim zacpy

a prijmu, hlenem ve stolici, hubnutim nebo zménami chuté (Petruzelka a Konopasek, 2003).

2.1.3. Diagnostika

Pii histologicky potvrzeném CRC je nutno provést pfedepsana vySetteni, jejichz vysledek
zasadnim zplisobem ovliviiuje 1écebnou strategii. Je nezbytné stanovit lokalni rozsah nadoru,
postizeni lymfatickych uzlin a vyloucit vzdalené metastazy. Lokalni rozsah nadoru a postiZeni
lymfatickych uzlin nejlépe diagnostikuje patolog z primarniho nadoru stieva, ktery je odstranén
chirurgicky. Na zdkladé¢ danych vySetfeni muize onkolog stanovit stddium kolorektdlniho
karcinomu (obr. 4), které je rozhodujici pro prognoézu a lécbu nadorového onemocnéni
(URL:<http://www.labtestsonline.cz/>).

Stadium vyjadifuje stupeit pokrocilosti choroby a jeho ureni ma zdsadni vyznam pro

volbu vhodného terapeutického postupu. Jednotliva stadia jsou definovana nasledovné:


http://www.linkos.cz/nadory-travici-trubice-jicen-zaludek-tenke-strevo-tluste-strevo-konecnik-rit-c15-21/o-nadorech-tlusteho-streva-a-konecniku/
http://cs.wikipedia.org/wiki/Sliznice
http://cs.wikipedia.org/wiki/Tlust%C3%A9_st%C5%99evo
http://cs.wikipedia.org/w/index.php?title=Benign%C3%AD&action=edit&redlink=1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Polyp_(l%C3%A9ka%C5%99stv%C3%AD)
http://cs.wikipedia.org/wiki/Bu%C5%88ka
http://cs.wikipedia.org/wiki/Karcinom

TMN Kklinicka klasifikace

T — Priméarni nador

X Primarni nddor nelze hodnotit

T0 Bez znamek primarniho nadoru

Tis Karcinom in situ: intraepitelialni nebo invaze do lamina propria mucosae’

T1 Nador postihuje submuko6zu

T2 Nador postihuje tunica muscularis propria

T3 Nador proriista pies muscularis propria do subserdzy nebo
neperitonealizované perikolické nebo perirektalni tkané

T4 Nédor p¥imo porusuje jiné organy ¢&i struktury” a / nebo perforuje vesceralni
peritoneum

Pozndmka: ! Tis zahrnuje nadorové buiky, jez nepfesahuji bazalni membranu Zlazek

(intraeptelialn€) ¢i lamina propria mucose (intramukozng€) bez Sifeni pfe musculris
mucosae do submukozy.

2 P¥imé $iteni u T4 zahrnuje té2 invazi do jinych segmentd kolorekta pies serézu, nap.
invazi do sigmatu z karcinomu céka.

N- Regionalni mizni uzliny

NX Regionalni mizni uzliny nelze hodnotit

NO V regionalnich miznich uzlinach nejsou metastazy

N1 Metastdzy v 1 az 3 regionélnich miznich uzlinach

N2 Metastazy ve 4 nebo vice regiondlnich miznich uzlinach

Poznamka: Nadorovy uzlik o priméru vice nez 3 mm v perirektalnim nebo perikolické tukové

tkani bez histologického prikazu zbytku mizni uzliny v uzliku, se Klasifikuje jako
metastazy V regionalni mizni uzliné. Nadorovy uzlik v priméru do 3 mm se vSak
klasifikuje v kategorii T, jako diskontinualni Sifent, tj. T3.

M — Vzdélené metastazy

MX Vzdalené metastazy nelze hodnotit
MO Nejsou vzdalené metastazy
M1 Vzdalené metastazy

Diferenciace Diagndza:

Gl  velmi diferencovany nador C20 zhoubny novotvar kone¢niku — rekta
G2  stiedné diferencovana nador C18 zhoubny novotvar tlustého stieva
G3  nediferencovany nador C18.7 esovity tra¢nik — colon sigmoide

C19 Zzhoubny novotvar

rektosigmoideélniho spojeni



Tlusté stievo
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Obrazek 4: Grafické znazornéni stadii nadoru CRC (URL:<http://www.rakovinastreva.cz/>).
Znazornéni invaze rakovinovych bunék od tvorby zhoubného nadoru, aZz po prordstani tumoru

lymfatickymi uzlinami.

Urceni stadia nadorového onemocnéni je dalezité 1 pro prognézu. U kolorektalniho
karcinomu se hodnoti prognodza jako podil pacientl, ktefi ptezivaji pét let po stanoveni
diagn6zy. Hodnoty pétiletého pteziti podle staddia nemoci: stddium 0, I: 80 — 90 %
nemocnych; stadium II: 60 — 80 % nemocnych; stadium III: 50 — 60 % nemocnych; stadium
IV: do 5 % nemocnych. Pokud nelze metastdzy chirurgicky odstranit, jednd se
o nevylééitelnou chorobu (URL:< http://www.labtestsonline.cz/>). Hlavnim 1é¢ebnym cilem
u pacientll s metastatickym onemocnénim je prodlouzeni pieziti a zlepSeni kvality Zivota

(Kocakova, 2005).

2.1.4. Pri¢iny vzniku CRC

Ve svété obecné plati, Ze u zen je pravdépodobnost vyskytu CRC vétsi, nez
u muzi. V Ceské Republice viak &astdji onemocni muzi. Pii¢ina vzniku kolorektalniho
karcinomu zatim neni zcela jasna. Pravdépodobné jde o soubéh ne€kolika faktorti. Mame za to,
7e jednim z nich je nedostatek vlakniny, nadbytek ¢erveného masa a zivo¢isnych tukt v nasi
stravé. Je to spojeno i s Cast&jsi nadmérnou konzumaci piva, ktera riziko vyskytu rakoviny
vyrazné zvysuje, dale také nadvaha, koufeni, konzumace alkoholu nebo nedostatecny piijem
ochrannych latek, napf. vitaminu C ¢i kyseliny listové (URL:<http://www.demografie.info/>).
Nezanedbatelnou tlohu ale hraji i vrozené dispozice (URL:<http://www.molnar.
medikus.cz/>).

Vyznamnym rizikovym faktorem pro rozvoj kolorektadlniho karcinomu jsou stfevni
polypy. Jsou to nezhoubné vyristky sliznice stieva. Najdeme je u mnoha lidi star$ich 50 let.
Vétsinou nepusobi zadné obtize. Nékteré z nich (adenomy), se ale mohou zvrhnout a dat

zaklad pro rust nadoru (URL:<http://www.demografie.info/>).
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2.2. Matrix metaloproteinazy (MMP)

2.2.1. Funkce MMP

Matrix metaloproteinazy, nebo i jinak nazyvané matrixiny, tvofi rodinu na zinku
zéavislych endopeptidéz, které hraji hlavni roli pii remodelaci a opravé struktury pojivové
tkan€. Obecné jsou zapojeny do rtiznych fyziologickych procest, jako je napiiklad hojeni ran
a embryogeneze, ale také Vv patologickych procesech. Mnoho MMP hraje zasadni roli
Vv patogenezi revmatoidni artritidy, nadorové angiogenezi a metastazovani (Mueller a kol,
2000). Makromolekuly extracelularni matrix (ECM), jsou dulezité pro tvorbu bunééného
prostiedi, potiebného pti vyvoji a morfogenezi (Nagase a kol., 1999, Sternlich a kol., 2001).
Za normalnich fyziologickych podminek, je aktivita MMP piesné regulovana na trovni
transkripce, aktivace prekurzorti zymogenu a interakce s konkrétnimi ECM. Ztrata kontroly
¢innosti muze vést K onemocnénim, jako je artritida, rakovina, ateroskleroza, viedy a fibrozy
(Woessner a kol., 1998).

Podstatou MMP je schopnost vadzat ve svém aktivnim misté Zn?*, ktery je nezbytny
pro funkci a aktivitu enzymu. Mohou ale vazat i jiné ionty, napf. Ca®*, ktery je dilezity pro
optimalni konformaci molekuly (Crawford a kol., 1994-5). Zinkové proteiny jsou
nejpocetnéjsi skupinou metaloproteint lidského genomu. Jejich struktura je tak rozli€nd, jak
pestré jsou funkce, které v organismu plni — od biokatalyzatori, pfes transportéry,
detoxikanty, az po transkripéni faktory. Proteiny spojené se zinkem je mozno formalné
rozdélit na zinkové enzymy a zinkové neenzymové proteiny. Mezi nejpocetnéjsi skupinu

zinkovych enzymu patii zinek dependentni metaloproteindzy (Kukacka a kol., 2008).

2.2.2. Historie MMP

Prvni ¢len enzymatické rodiny metaloproteinaz byl popsan v roce 1962 védci Jerome
Gross a Charles M. Lapiere - v tu dobu oznacovan jako kolagendza (Gross a kol., 1962). Byl
objeven ve tkani ocasku Zabiho pulce a tento objev byl publikovan ve ¢lanku s nazvem ,,Jak
se z zabiho pulce stal princ® (Brinckerhoff a Matrisian, 2002). V roce 1968 byl izolovan
z lidské klze, z ¢ehoz se zjistilo, Ze je syntetizovan jako zymogen, tedy inaktivni forma.
Pozd¢ji se prokézal u obratlovct a nasledné u bezobratlych a rostlin. V roce 1990 byl popsan
princip udrzeni inaktivni formy — latence metaloproteindz mechanismem tzv. cysteinového
spinace (cysteine switch) (Curry a kol., 2003). Jde 0 mechanismus, pii kterém propeptid Cys
ucinkuje jako Ctvrty ligand katalytického zinku, ¢imz zabranuje tvorbé vazby na molekulu
vody, ktera hraje roli pii hydrolyze peptidového substratu (Sternlicht a Werb, 2001).
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Pozdé&ji umoznila kompletni sekvence genomu ¢lovéka identifikovat sestavu MMP, které jsou
produkovany lidskymi buikami. Identifikovalo se 24 riznych gent kodujicich ¢leny rodiny
MMP (Puente a kol., 2003).

2.2.3. Rozdéleni a struktura MMP

Na zéklad¢ organizace domén jsou MMP seskupeny podle jejich substratové specifity
a primarni struktury do Sesti skupin na kolagenazy, gelatinazy, stromelyziny, matrilyziny,
MMP membranového typu a ostatni MMP (tab.1) (Mueller a kol., 2000, Lennarz a Lane,
2004). Kolagendzy (MMP-1, 8, 13, 18) stépi intersticialni kolagen. Substrat rozpoznavaji pies
hemopexinovou doménu (Visse a Nagasse, 2003). Gelatindzy (MMP- 2, 9) jsou schopny
enzymaticky zpracovat substraty ECM, jako napiiklad kolagen | a IV. Pro gelatinazy je
charakteristicka pfitomnost domény vazajici kolagen (CBD), ktery se vyskytuje na jejich
katalytické doméné (Patterson a kol., 2001). Stromelyziny (MMP- 3, 10, 11) jsou schopny
hydrolyzovat kolagen typu IV, ale nejsou schopny $tépit fibrilarni kolagen typu I (Murphy
a kol., 1993). Matrilyziny (MMP- 7, 26) nemaji hemopexinovou doménu, jsou schopny
zpracovat kolagen typu 1V, ale naopak kolagen typu I. nezpracuji (Marchenko a kol., 2004).
MMP membrdanového typu (MMP - 14, 15, 16, 17, 24, 25) obsahuji navic C-koncovou
doménu piitomnou v intermembranové oblasti, kterd je doplnéna o cytoplasmatickou c¢ast
(English a kol., 2000). Dalsi MMP (MMP- 12, 19, 20, 21, 23, 27, 28) z nichz nékteré MMP,
konkrétn¢ (MMP-12), RASI-1 (MMP-19), MMP-21 a MMP-28 nemohou byt zahrnuty do
zadné z vysSe uvedenych tfid (Nagase a kol., 2006).

Co se struktury ty€e, tak véEtSina matrix metaloproteinaz obsahuje propeptid,
katalytickou doménu a C terminalni doménu (Babickova, 2001). Propeptid je tvoten asi 80
aminokyselinami a ma jedine¢nou konzervativni PRCG sekvenci. Cystein v tomto potadi
("cystein switch™) plni zasadni funkci pro zachovani katalytické latence ligandu zinku
(Van Wart a kol., 1990, Becker a kol., 1995). Cystein "switch™ v propeptidu je béznym
konstrukénim vzorem, kde se tfi histidiny v soutadnici s cysteinem v propeptidu zkoordinuji
s katalytickym iontem zinku (Allan a kol., 1995, Steffensen a kol., 1995). Pomoci
propeptidové domény jsou transmembranové MMP zakotveny v cytoplazmatické membrang.
Pied propeptidem (na N-terminalnim konci enzymu) se nachazi signalni propeptid, fidici
sekreci MMP z bunky. Skupina MMP, které jsou aktivovany intracelularng, obsahuji navic
mezi propeptidem a katalytickou doménou sekvenci 10 aminokyselin, jejichz Stépenim

dochazi k odstépeni propeptidu (Babickova, 2001).



Katalyticka doména je tvofena asi 170 aminokyselinami a obsahuje zinek zavazny vzor
HE XX HXX G XX H (Bode a kol., 1993). Katalytické domény matrixinti maji dalsi strukturni
ionty zinku a 2-3 ionty Ca?*, které jsou nezbytné pro stabilitu a vyraz enzymové aktivity
(Allan a kol., 1995, Steffensen a kol., 1995). Peptidovy linker s proménnou délkou
(oznacovano jako zavésny region) je tvofen hemopexinovymi (HPX) doménami o asi 200
aminokyselinach. HPX doména je nezbytnym piedpokladem pro piilnuti kolagenaz na
trojSroubovicovy intersticialni kolagen (Bode, 1995). Funkce prolinu, jako spojovaciho
peptidu, ktery se spojuje na katalytické doméné hemopexinu neni znama, ale jeho interakce
s interakce s trojitou Sroubovici kolagenu se piedpoklada na zakladé molekularniho
modelovani (De Sauza a kol., 1996). Transmembranové domény se nachazi v MT-MMP,
které tyto enzymy zakotvi k povrchu buriky.

MMP-4, MMP-5, MMP-6 a MMP-22 v seznamu chybi, protoze bylo prokézéano, Ze jsou
totozné s ostatnimi ¢leny (obr. 5) (Krizkova a kol., 2011). Diky metodam rentgenové
krystalografie a NMR je dnes znama struktura mnoha MMP (Bode, 2003).

Tabulka 1. Piehled matrix metaloproteinaz

Enzym Nazev Synonyma

MMP-1 Kolagenaza Intersticidlni kolagendza, fibroblast kolagen6za
MMP-2 Gelatinaza A Type IV kolagenaza, 72kDa gelatinaza

MMP-3 Stromelyzin 1 Transin, proteoglykanaza, kolagenaza aktivujici protein
MMP-7 Matrilyzin Pump-1

MMP-8 Kolagenaza 2 Neutrofil kolageno6za

MMP-9 Gelatinaza B Type IV/V kolagenaza, 92kDa gelatinaza

MMP-10 Stromelyzin 2 Transin 2

MMP-11 Stromelyzin 3

MMP-12 Makrofagova elastaza Metaloelastaza

MMP-13 Kolagenaza 3 Rat intersticialni kolagendza

MMP-14 Membranovy typ MMP 1 MT1-MMP

MMP-15 Membranovy typ MMP 2 | MT2-MMP

MMP-16 Membranovy typ MMP 3 MT3-MMP

MMP-17 Membranovy typ MMP 4 MT4-MMP

MMP-18 Kolagenaza 4

MMP-19 RASI-1, RASI-6

MMP-20 Enamelyzin

MMP-21 XMMP

MMP-23 CA-MMP Femalyzin
MMP-25 MT-6 MMP Leukolyzin
MMP-26 Matrilyzin 2 Endometaza
MMP-28 Epilyzin



http://www.okbpavlin.cz/prirucka/KZAAF.htm
http://www.okbpavlin.cz/prirucka/KZAAG.htm
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http://www.okbpavlin.cz/prirucka/KZAAL.htm
http://www.okbpavlin.cz/prirucka/KZAAM.htm
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http://www.okbpavlin.cz/prirucka/KZAAR.htm
http://www.okbpavlin.cz/prirucka/KZAAS.htm
http://www.okbpavlin.cz/prirucka/KZAAW.htm
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a Variabilni strukturni domény MMP

Transmembranovd

Signdini peptid doméng

Hemopexinovd

Propeptid . . . doména
.wamu A
o } cast
Stépent furinu r /\-’* 1‘2’. Cytoplazmaticky
Opakujicise A e o
fibronectin Type II. Katolyticka domena
MT-smycka
N-termingini signaini’ P lg-podobng
Pl Cysteinowvd array - doména GPI kotva

b podskupina zaloZena na strukturni doméné

Minimalni uspofadani domeén:
MMP-7, MMP-26

Kolagendzy, strolelysiny a jiné MMP:
MMP-1, MMP-8, MMP-13, MMP-3.
MMP-10, MNMP-12, MMP-19, WMNP-
20, MMP-27

Gelatindzy: MMP-2, MMP-9

Furin-aktivované MMP:
MMP-11, MMP-21, MMP-28

Membranove typy MNMP:
MT1-MMP, MT2-MMP, MT3-MMP,
MT5-MMP

GTI zakotvené MNP
MT4-MMP, MTE-MMP

Transmebrnany Typu Il
MMP-23A, MMP-23B

Strukturné zavisld podskupina matrix metaloproteindz (MMP)
Expert Reviews in Molecular Medicine © 2003 Cambridge University Press

Obrazek 5: Struktura matrix metaloproteinazy (URL:<http://journals.cambridge.org/>).

Vsechny MMP obsahuji Zn®" ionty, které podporuji enzymatickou aktivitu. V&tsina MMP obsahuje
signalni peptid (nutny pro sekreci), propeptid (obsahuje Cys zbytky), katalytickou doménu (vaze zinek
Zn**), zavésnou &ast (HG) a karboxy hemopexin - (C)-terminalni doménu. Matrilyziny postradaji
hemopexinovou doménu a C-terminalni doménu. Gelatinazy obsahuji fibronektin typu II moduly,

které zlep$uji t¢innost kolagenu a degradaci gelatinaz.
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2.2.4. Regulace aktivity MMP

K dosazeni béznych (nebo patologickych) funkci chodu organismu, musi byt MMP
ptitomny ve spravném typu bun¢k a dochazet k aktivaci a inhibici ve spravny ¢as. MMP jsou
ptisn¢ regulovany na transkripéni 1 post-transkripéni Grovni a jsou kontrolovany
prostiednictvim svych aktivatori a inhibitoru. Aktivace MMP je velmi slozity proces a za
fyziologickych podminek jsou rozpoznany tii zakladni trovné a to regulace transkripce,
aktivace prekurzorii zymogenu a inhibice enzymatické aktivity (Sternlicht a Werb, 2001,
Brew a kol., 2000).

Regulace transkripce

Vzhledem k substratové specifit¢ MMP, je biologicka funkce tohoto proteinu dana do
zna¢né miry jejich vzorem exprese. Rozdily v ¢asové, prostorové a indukované expresi svédci
0 jejich jedineénych rolich. Genova exprese MMP je regulovana Cetnymi stimula¢nimi
a potlacujicimi faktory, které ovliviuji vice signalnich drah (Fini a kol., 1998). Exprese muze
byt snizovana i zvySovana estery, integriny, proteiny EMC a i buné¢nym stresem. Expresi

ovliviuji i post-transkripéni mechanismy.

Aktivace prekurzori zymogent

MMP se nejprve syntetizovaly ve form¢ neaktivnich proenzymut nebo zymogeni. Za
latenci je zodpovédny neparovy Cys V blizkosti C-terminalniho konce propeptidu. Tento
sulfohydryl ptsobi jako ¢tvrty ligand pro aktivitu iontu zinku a aktivace vyzaduje, aby tento
Cys-Zn spina¢ zahgjil normalni proteolytické odstranéni propeptidu nebo porusil interakce
Cys-Zn (Van Wart a Birkedal-Hansen, 1990). To muize zapfiCinit thiolova skupina, ktera
nahradi molekulu vody, ktera pak muze napadnout peptidovou vazbu v MMP. Extracelularni
aktivace vétSiny MMP mize byt zahajena i jinymi aktivnimi MMP nebo serinovymi

proteazami, které mohou §tépit peptidové vazby uvniti MMP (Woessner a Nagase, 2000).

Inhibice enzymatické aktivity

Inhibitory MMP, neboli TIMPs (tkanové inhibitory MMP), jsou inhibujici tkané,
tvofené stejnymi bunkami, které produkuji MMP. Dohromady tvoii komplex v poméru 1:1.
TIMP kontroluji aktivitu MMP v tkanich. V pfipadé, ze produkce MMP je prili§ vysoka
a inhibice TIMP pro kontrolu zaplavy MMP je nedostacujici, dojde k nerovnovaze v rozdéleni
ECM a celkové opravé systému. Napiiklad, pokud dojde k nadmérné degradaci ECM a 1éciva
reakce nemuze udrzet celistvost sytému, dojde ke konstrukénim ztratam tkani a tvorbé nemoci

(Sengupta a MacDonald, 2007, Kirkegaard a kol., 2004).
11


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2792593/#R203
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2792593/#R220

2.3. MMP-19

2.3.1. Charakteristika MMP-19

MMP-19 patii do podrodiny matrix metaloproteinaz (velké skupiny zinkovych
endopeptidaz), také znamych jako matrixiny, které jsou schopny hromadné degradovat
viechny slozky extracelularni matrix (Rawlings a kol, 1997). Cinnost MMP je zapojena do
fady biologickych funkci, jako je bunécna proliferace, migrace, adheze a stejné tak i pii fizeni
mnoha zékladnich fyziologickych procesi vcetné angiogeneze, zanétu a apoptoze
(Fanjul-Fernandes a kol., 2010, Puente a kol., 2003, Page-McCaw a kol., 2007). MMP-19
byla poprvé izolovan z lidskych jater ziskanych z cDNA knihovny, a poté byla objevena jako
autoantigen v cévach se zanétem synovialni tkané u pacienta s revmatoidni artritidou. Jako
vSichni ¢lenové MMP je i MMP-19 syntetizovan jako zymogen, ze signdlniho peptidu.
Nachazi se v latentni fazi v ECM a pro aktivaci vyzaduje proenzym K procesu aktivace. Sam
ma vSak sklony k vlastni aktivaci. Studie prokazaly, ze MMP-19 hraje vyznamnou roli pii
degradaci slozek bazalni membrany, jako je kolagen typu IV., lamini, fibrinogen a gelatinaza
I. MMP-19 méa vsak téz antiangiogenni vlastnosti, které mohou byt zodpovédné za tumor
supresorovou aktivitu. Gen MMP-19 se nachazi na chromozomu 12ql4, kde obsahuje
9 exonu na délce 7,6 kB (Rawlings a Salvensen, 1997, Chan a kol., 2010). Vsechny z nich
jsou vysoce konzervované mezi savéimi druhy. Pfitomnost tohoto genu byla také prokazana

u bezobratlych, v ptaci linii se vSak tento gen ztratil (Pendas a kol., 1997)
2.3.2. Struktura MMP-19

MMP-19 je vyluCovdna jako proforma, ktera prezentuje uspotfadani typické pro
domény matrixovych metaloproteinaz. Obsahuje prodoménu, jejimz zakladem je cysteinovy
zbytek, katalytickou doménu a asi 160 rezidui dochovavajici vazbu na zinek. Linkerovou
oblast tvofi COOH-terminalni fragmet slozeny z 200 aminokyselin, ktery se sekvenéné
podoba hemopexinu. MMP-19 vsak nevykazuje strukturni rysy charakteristické pro hlavnich
¢leny podrodiny MMP (obr. 6). MMP-19 pfedstavuji unikatni strukturalni zmény v ramci
rodiny MMP. Tato peptidiza vykazuje archetypalni strukturni doménu, kterd neni
charakteristickd ostatnim c¢lenim rodiny MMP. Podceled” vykazuje nizkou sekvencni
podobnost s jinymi znamymi MMP a nemuze byt tudiz zafazena do pfedem definovanych
podskupin (Rawlings a Salvensen, 1997). Navic se MMP-19 1isi od ostatnich znamych MMP
v tom, ze ma vlozené kyselé aminokyseliny v zavésné oblasti a dvé potencialni mista

glykosylace v hemopexinové oblasti (Pendas a kol., 1997, Cossins a kol., 1996).
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MMP-19 je schopna se prostiednictvim své hemopexinové domény piipojit k povrchu buiky
(Mauch a kol., 2002). Je schopna in vitro degradovat napf. kolagen typu IV, laminin-1,
fibronektin a zelatina typu I (Stracke a kol., 2000a; Stracke a kol., 2000b).

MNMIP obsahujici jednoduchou hemopexinovou doménu

MMP-19
Leader Propeptid Katalytickd doména Hemopexinovad doména
O O > ~ 20D

Zaves

Obrazek 6: Znazornéni struktury MMP-19 (Palossari, 2003)
Strukturn¢ obsahuji MMP-19 zakladni domény vSsech MMP v¢etné signalniho peptidu, katalytické
domény a hemopexinové domény. MMP-19 se 1ii od ostatnich tim, Ze ma zavésnou oblast bohatou na

kyselé aminokyseliny a navic obsahuje mista potencialni pro glykosilaci v hemopexinové doméne.

2.3.3. Aktivita a specifita

Jako vSichni ¢lenové rodiny MMP, je i MMP-19 syntetizovan jako zymogen ze
signalniho peptidu, ktery vede protein do sekrecni drdhy. Jeho latentni Cast se nachézi
v extracelularni matrix (ECM) a pro aktivaci vyzaduje proenzym proMMP-19. Ma vsSak
i sklony Kk vlastni aktivaci. Biochemické studie prokazaly, ze MMP-19 je silnym hra¢em pfi
degradaci slozek bazalni membrany. Je schopna $tépit kolagen typu IV, hlavni slozku bazalni
membrany na dva hlavni fragmenty 94 a 56 kDa (Stracke a kol., 2000a). Zajimavé je, Ze tento
enzym tvofi soucasné s kolagenem typu IV v synovialnich cévach, revmatoidni artriditu (Kolb
a kol., 1999). Laminin a nidogen, jako dalsi dvé slozky sité bazalni membrany, §tépi MMP-19
vysoce efektivnim zplsobem. Pfi pfedpokladu, Ze nidogen stabilizuje vldseCnice, miize pak
MMP-19 ptsobit jako inhibitorni faktor pro formatovani a stabilizaci krevnich kapilar.
Proteolyticka aktivita MMP-19 je také znama ni¢enim jinych proteint, jako je tenascin-C,
fibronektin a komponenty chrupavky. Oligomerni protein aggrecan, podporuje vyznamnou
ulohu v této metalopeptidaze, a to ulohu v procesu piestavby tkani (Stracke a kol., 2000a;
Stracke a kol., 2000b).
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2.4. Metastazovani

Metastazovanim nddoru rozumime jeho Sifeni z primarniho loziska do anatomicky
vzdalenych mist, kde vytvaii sekundarni nadory (Mudrochova, 2010). Schopnost napadnout
tkan¢ a tvofit kolonie na vzdalenych mistech je neodmyslitelnym rysem zhoubnych
novotvarti. V priabéhu procesu maligni transformace se pfeméiuje normalni buiika v bunku
nadorovou. Metastatické onemocnéni je hlavni pfi¢inou umrti u pacient s rakovinou (Curran
a Murray, 1999). Metastazy jsou nejcastéji diagnostikovany u pacienti v pokrocilém
klinickém stadiu rakoviny. Samotna metastaticka loziska mohou vznikat daleko dfive
a nadorové bunky mohou dlouho dobu pfezivat v tzv. spicim stavu (,,dormant metastasis®)
bez zjevné proliferaéni aktivity (Mudrochova, 2010). Metastazovani je slozity proces, ktery
sestivaz mnoha krokG a zavisi na ftadé rlznych interakci mezi nadorovymi
bunkami, extracelularni matrici a cilovou tkani (Becker a kol., 2005).

Metastaticky proces, je-li usp€Sné nastartovan, je projevem systémového selhani
organismu. Samotny vznik a rust nadoru se nedéje izolovang, ale na pozadi organismu, ve
kterém vznikl. Pokud vsak jiz detekujeme vitalni nddorovou tkan, je nutno predpokladat, ze
obranné¢ mechanismy hostitele byly do zna¢né miry pfekonany a samotny nador si selekci
stdle zivotaschopnéjSich bunck zajistil vyhodné podminky pro dal§i proliferaci na Uukor

hostitelského organismu (Klein, 2006).

2.4.1. Molekularni mechanismy v procesu metastazovani

Pti pfeméné normdlnich bun¢k v buiiky nadorové ziskavaji naddorové bunky tfadu
typickych vlastnosti, mezi néz fadime 1 nadorovou invazi. Ta je povazovana za dynamicky
a komplexni proces, ktery zahrnuje odtrzeni malignich bun¢k z mista piivodu, priichod
extracelularni matrix a bazalni membranou a invazi do lymfaticko-cévnich kanala (Curran
a Murray, 1999). V prvni fad¢ se musi vitalni nadorova burnika uvolnit z primarniho nadoru
a skrze stroma, bazalni membranu a endotel vycestovat do cévy. Pomoci krevniho nebo
lymfatického systému se musi dostat do tkanég, ve které jsou ptithodné podminky pro dalsi rast
metastazy. V této tkani, ¢i organu se musi zastavit, respektive ptichytit k endotelu prislusné

tkang (Obr. 7).
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Angiogeneze, neboli tvorba novych cév, je zakladem nejen pro rist nadoru, ale i pro
uspé$nou invazi tumoru a metastazovani (Curran a Murray, 1999). Prosta diftize kyslik a Zivin
je schopna zasobovat nadory pouze do velikosti 1-2 mm® (Hanahan a Folkman, 1996).
Pro rtst nadoru nad velikost 1-2 mm?® musi dojit k nastartovani angiogeneze a k vytvoteni
vaskularniho zasobeni nadoru, coZ je nezbytnou a ¢asnou udalosti v procesu karcinogeneze.
Angiogeneze je komplexni proces, zahrnujici degradaci bazalni membrany ptvodni cévy,
proliferaci endotelu k mistu pisobeni angiogenetického stimulu, az po vznik funkénich cév
obklopenych novotvofenou bazalni membranou a pericytem. Angiogeneze je regulovana
fadou angiogennich (pf. VEGF — vascular endothelial growth factor) a antiangiogennich
(pt. trombospondinu) faktorti. Vyznamnym stimulem k sekreci mnoha angiogennich faktora
je hypoxie. U mnoha nadorovych onemocnéni je zvySena angiogeneze povazovana za
negativni prognosticky faktor, ktery znamena zvySenou agresivitu nadoru a riziko metastaz
(LukesSova a kol., 2006).

Zcela zasadni ulohu v nddorovém riistu a protinddorové obrané ma pfirozend imunita
hostitele (Klein, 2006) Nadorové buiiky Casto, ale ne vzdy, obsahuji specificky zménéné, pro
organizmus cizi nddorové antigeny. VétSinou to jsou bilkoviny (proteiny), glykoproteiny nebo
karbohydraty, kterymi na sebe nadorova bunika upozoriiuje imunitni systém. Normalni zdravé
burika totiz na svém povrchu stale vystavuje vlastni bilkoviny v komplexu s glykoproteiny.
Jsou to transplantacni antigeny, povrchové receptory imunokompetentnich bunék, které tak
davaji télu signal, Ze bunika obsahuje jen vlastni proteiny, neni nebezpecna a neni tieba ji
likvidovat. V ptipadé nadorové zmény (maligni transformace) buiikky dochazi Casto (ale ne
vzdy) k mutacni zméné vlastnich bilkovin, vznikd pro nador specificky protein, nadorovy
antigen. Jakmile je takovy cizi, t¢lu neznamy protein, vystaven na povrchu bunky v komplexu
s glykoproteiny, T lymfocyty je rozpoznaji jako nebezpeéné a zlikviduji je. Cytotoxické
lymfocyty jsou pro tento ti¢el vybaveny fadou zabijecich mechanizmi navozujicich bunéénou

smrt, apoptdzu a cytolyzu (Rihova, 2005).
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Invazivni karcinom
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Obrazek 7: Schéma Sifeni nadorovych bun¢k krvi (URL:< http://www.angioworld.com/>).
Invaze nadorovych bun€k z tkani do cév a nasledné z cév do tkani, mista vzdalené metastazy, mize

mit uplatnéni v procesu metastazovani. Do procesu se zapojuji i buriky stromalni.

2.4.2. MMP a metastazovani

Matrixové metaloproteinazy patii mezi degradaéni enzymy, které se uplatiuji
v procesech nadorové transformace a metastazovani. Jsou spojeny s invazi nadorovych bunék
do bazalni membrany a stromatu, do cév s nasledkem penetrace a maji vztah k metastazovani.
Jsou spojovany jak s primarnim, tak i metastatickym nadorovym bujenim. Progrese nadoru je
slozity, vicestupniovy proces, pii kterém normalni bunka podstoupi genetické zmény, které
maji za nasledek zménu fenotypu a ziskaji tak schopnost se sifit a kolonizovat na vzdalena
mista Vv téle. Mnoho faktorti regulujicich rast, Sifeni zhoubnych nadord a interakce mezi
nadorem a jeho okolnim mikroprostfedim, mtize vést ke vzniku vyznamnych proteinovych
produktu, které jsou velmi dulezité pro kazdy krok progrese nadoru (Nelson a kol., 2000).
Vzhledem k jejich schopnosti §tépit a pretvaret slozky okolnich tkani, mize MMP ovlivnit
migraci bunék, diferenciaci, zanétlivé procesy, neovaskularizaci, hojeni ran, apoptdzu i tvorbu
nadori a dalSich nemoci (Krizkova a kol., 2011). Proces migrace nadorovych bunék
podplirnou tkani, transport bazalni membranou a narusovani intracelularni integrity vazeb by
se neobesel bez téchto specifickych enzym.

MMP hraji klic¢ovou roli v procesu metastazovani, jelikoz mohou byt produkovany
nejen nadorovymi buiikami, ale Casto ve veétsi mife i bufikami stromatu. MMP jsou
vylu¢ovany jako latentni, neaktivni zymogeny riznymi typy stromalnich a epitelialnich bunék

v¢etné mezenchymalnich bunék, monocytli, makrofagii, keratinocytti i nadorovymi buiikami.
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K aktivaci na aktivni enzym obvykle dochazi v pericelularnim nebo extracelularnim prostoru.
MMP pracuji spoleéné¢ na vytvoreni kaskady aktivace. Aktivuje-li se jedna z matrix
metaloproteinaz, dojde ke katalyze premén jinych MMP neaktivnich forem, zymogend, a tim

je spusténa série aktivaci az po vyslednou degradaci vsech tiid ECM.

2.4.2.1. Lécebné inhibice MMP

Vyznamna role MMP v progresi tumoru a metastaz vedla K intenzivnimu vyvoji
terapeutickych latek, které blokuji aktivitu enzymu v téchto procesech. Jednim ptistupem byl
vyvoj pseudopeptidt, které kopiruji konstrukéni prvky substratt MMP a tim putsobi jako
konkurenéni reverzibilni inhibitory. Jiny pfistup je vyuziti z pohledu ,x-ray” pro stanoveni
krystalografickych trojrozmérnych struktur MMP Kk vyrobé nonpeptidickych molekul, které se
selektivné vazi na vazebné misto zinku v MMP. Vysledné syntetické MMP mohou byt bud’
sirokospektralni, nebo selektivni inhibitory. Sirokospektralni inhibitory G&inné blokuji vice
MMP, které mohou byt zapojeny do celé fady procest, které maji vliv na rist nadoru, invazi,
angiogenezi a metastazy, ale vzhledem k tzkym spektrim byly inhibitory navrzeny tak, aby
blokovali aktivitu vybranych MMP, které jsou tzce spojeny se specifickymi aspekty téchto
procesu (Nelson a kol., 2000).

MMP se pouzivaji téZ jako markery pro nékteré zhoubné nadory tlustého stieva, Stitné
zlazy, mocového méchyie, karcinomu prsu a jinych (Krizkova a kol., 2011). Potlaceni
plisobeni MMP piedstavuje novy terapeuticky pfistup k 1é€bé jednotlivych druhli rakoviny
(Curran a Murray, 1999). Pouzitim metod jako imunohistochemie a PCR technik, se studuje
pritomnost jednotlivych ¢lenti rodiny MMP pro vSechny typti naddord. Je dokazano, ze pro
zhoubné nadory je charakteristickd zvySena exprese MMP a je prokdzand i1 piitomnost
specifickych MMP v ptipadé nékterych karcinomd (Curran a Murray, 2000). Nedavno vSak
byla u MMP-8 zjisténa opa¢na funkce stimulujici protinddorovou imunitni odpoveéd, pficemz
pfedpokladanym  mechanismem je aktivace nékterych  zanétlivych  mediatort.
U knock-outovanych mysich samct postradajicich MMP-8 byl prokazan deficit v zanétlivé

reakci a nartst kancerogeneze kiize v porovnani s wild-type jedinci (Balbin a kol., 2003).
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2.4.3. MMP-19 a metastazovani

MMP maji komplexni roli v rozvoji rakoviny diky své schopnosti podilet se na
proteolytickém zpracovani Siroké skaly substrati. MMP jsou obecné povazovany za molekuly
usnadnujici invazi a migraci nadorovych bun¢k tim, ze umi degradovat ECM. Vsak tato
pro-onkogenni role MMP zpochybniuje vlastnosti, které vykazujici nékteré MMP. V souladu
s témito slozitymi funkcemi hraje MMP-19 dvoji roli v progresi nadoru. Zvysuji migraci
nadorovych bunék béhem pozdéjsich fazi melanomu a Ucastni se angiogeneze. Angiogenni
vlastnosti MMP-19 jsou zodpovédné za tumor supresorové aktivity (Miiller a kol., 2010).
MMP-19 je regulovana jak Vv bazalnich i dlazdicovych nadorovych buikach karcinomu
tlustého stieva, tak pfi ztrat¢ funk¢énosti nadorovych bunék u karcinomu nosohltanu (Miiller
a kol., 2010, Impola a kol., 2003, Bister a kol., 2004). Nedavné studie v tomto ohledu navrhly
deleci alel a podpofeni hypermetylace promotoru, jako mechanismu na ztiSeni MMP-19 pti
progresi nadoru. Studie, vénujici se testovani mysi s deficitem MMP-19 prokazaly, ze jsou
tyto peptidazy zapojeny do procesu remodelace tkani, adipogeneze a progrese nadoru
(Jost a kol., 2006, Pendas a kol., 2004).

Role MMP-19 v procesu invaze tumoru je sporna jako u vSech ostatnich MMP.
MMP-19 zvySuje expresi astrocyti v melanomu (Miiller a kol., 2010, Letau a ko., 2010) a to
ma za nasledek zvySenou bunécnou proliferaci keratinocyt, migraci a adhezi kolagenu I.
prostfednictvim IGF-signalni drahy (Sandowsky a kol., 2003). Tato zjisténi naznacuji, Ze
MMP-19 muze hrat roli pfi maligni transformaci. Na druhou stranu, nékteré studie tvrdi, ze
MMP-19 ma sniZzenou nebo dokonce mizivou expresi béhem nadorova progrese v prsu a kizi
(Impola a kol., 2003, Bister a kol., 2004, Djonov, 2001).

Mezi dalsi schopnosti MMP-19 je stépeni IGFBP-3 (insulin growth factor binding
protein) rustového faktoru v in vitro studiich, coz naznacuje, Zze by mohl kontrolovat aktivitu
inzulinu a tim regulovat rist nadorovych bunék (Rawlings, 2012).

Nékolik studii uvadi, ze MMP-19 mize hradt vyznamnou roli pifi zanétlivych
procesech. Proto byl tento enzym plvodné identifikovan jako autoantigen u pacientl
s revmatoidni artritidou. V neddvné dobé bylo dokazino, ze MMP-19 pisobi jako
molekularni mediator pii zanétu dychacich cest. Zabranuje ukladani glykoproteinu
a tenascinu-C do stén dychacich cest, ¢imz podporuje zanétlivou adhezi bunék a akumulaci
diky své schopnosti interakce s integriny (Fingleton a kol., 1999). V tomto ohledu se uvadi
1 fakt, Ze MMP-19 je také dilezitym faktorem pii koZnich imunitnich reakcich a ovliviiuje

vyvoj T-bunék (Beck a kol., 2008).
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Pro uréeni funkce MMP-19 byly vytvofeny mysi s deficitem MMP-19, kdy pomoci
cilené mutageneze dojde k preruseni katalytické domény na genu MMP-19. I u mutantnich
mysi s deficitem MMP-19 se potvrdila dvoji role tohoto proteinu na rakovinu. Celkové tyto
udaje ukazuji, ze MMP-19 negativné ovliviiuji ¢asna stadia invaze nadorovych bunék, avsak
citlivost MMP-19 se miiZze po rozvinuti nadoru zmensit. Tyto zdanlivé paradoxni vysledky
mohou odrazet rtizné role MMP-19 ve vyvoji rakovinné progrese, ale pochopenim
individualni funkce kazdého MMP zlepsi protinadorovou strategii (Rawlings, 2012).
MMP-19 ovlivituje buné¢nou proliferaci, adhezi a migraci, ale jeho fyziologicka role in vivo
je malo objasnéna (Beck a kol., 2008).

Analyzou genové exprese MMP-19 v rakovinné tkani kolorektdlniho karcinomu se
zjistilo, Ze exprese tkané v kolorektalnim karcinomu se vyrazné odliSuje od exprese
metastatickych tkdni jaternich 1ézi, a to 1 u stejného jedince. Je také zajimavé, ze genova
exprese muze byt zcela odliSnd mezi primarnimi lézemi a samotnymi metastdzemi
(Toshimichi a kol., 2008). Profil MMP -19 popsaly nedavné studie analyzou tkani normalni
kolorektalni sliznice a adenomu pomoci metod Western blotting a qRT-PCR (kvantitativni
reverzni transkripce-polymerazovou fetézovou reakci). Obé metody, jak qRT-PCR, tak
Western blot ukazaly, ze se hodnoty exprese MMP-19 zvySuji v pribéhu tumorigeneze
tlustého stieva. Zvysujici se mnozstvi MMP-19 bylo zaznamenano i pii progresi 1éze tlustého
stfeva. Semikvaktitativni fluorescen¢ni analyza prokazala expresi MMP-19 jak v normalni
sliznici tlustého stfeva, tak Vv prubéhu piechodu z mikroadenomu na rakovinu. Vyse
uvedenymi metodami byla téZ prokazana exprese MMP-19 ve stromalnich buiikdch normalni
sliznice a zvySena exprese MMP-19 ve vzorcich nadoru. (Miiller a kol., 2010, Letau
a kol., 2010). Krom zminénych metod se pro detekci MMP pouziva i imunohistochemie
(Lukas a kol., 1997).
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2.5. Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC) se rozvijela jako jedna z modernéjSich metod, které¢ ptivodné
vychazely z tzv. histochemie. Puvodni histochemie vznikala piiblizné v 30. letech 20. stoleti
na pomezi histologie, analytické chemie a biochemie. Jejim cilem je identifikovat
a lokalizovat antigeny v misté jejich vyskytu v tkanich na histologické ¢i cytologické Grovni
(Beranova a Tonar, 2002).

Zakladnim cilem imunohistochemickych a imunocytologickych metod je detekce
specifickych antigennich determinant (molekul ¢i jejich Casti) s vyuzitim imunologické vazby,
tj. prace na principu vazby antigenu a protilatky. Tuto vazbu si muZeme obrazné predstavit
jako vztah specifického klice (protilatky, kterd je zpravidla volnd) k zamku (tkanovému
antigenu), jenz je zpravidla pevné fixovan na urCitou strukturu, napf. na povrch bunky.
Vysetienim, kdy na principu vazby antigen-protilatka s naslednou barevnou zobrazovaci akci,
prokazeme a lokalizujeme vlastné jakoukoliv urenou latku s antigenni povahou, proti které
lze pfipravit pfisluSnou primarni protildtku. Imunohistochemicka vySetfeni vyznamné
pomahaji ve zpfesnéni a objektivizaci histologické diagnézy. Kromé urceni smeéru
diferenciace ¢i pivodu bun¢k umoziuji napf. i urCovat proliferujici nebo imortalizované
buriky v nadorové i nenadorové tkani (Kuchyrka a kol., 2007).

Pouzité protilatky mohou byt bud polyklonilni nebo monoklonalni. Polyklonalni
protilatky predstavuji mnozinu imunoglobulint, kter4 reaguje s fadou antigennich epitopii na
konkrétni molekule. Velmi casto se jedna o sérum imunizovaného zvifete. Zndzornéni
vysledku priikazu pfitomnosti ur¢itého antigenu je rGizna. V principu je mozno pouzit dvé
zakladni metody prikazu: pfimou (jednokrokovou) ¢i nepifimou (minimaln€ dvou krokovou)

metodou (Bartiiitkova a Paulik, 2005)
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2.5.1. Typy imunohistochemickych metod

Piiméa metoda

Jde o nejjednodussi zpisob lokalizace antigenu ve tkani (Kralickova a Tonar, 2002). Pti pfimé
metod¢ je protilaitka Zzadané specificity konjugovana s fluoroforem. Enzym (fluorofor),
konjugovany se specifickou protilatkou, se miize navazat na jeji doménu, kterou se vaze na
antigenni determinant, a tak stericky zabrani této specifické vazbé (Dvotak a kol., 2008)
(obr. 8.) Pfimé metody lze uzit, je-li antigen ve studované tkani pfitomen v dostatecné vysoké
koncentraci. Nejlépe se uplatiiuji na nativni fezy, k tkdnim zalitym do parafinu jsou malo
citlivé. I pies nenarocnost provedeni jsou v souc¢asné dob¢ malo pouzivané (Beranova, 2010).

Prima metoda

HRP
Antigen
T

Obrazek 8: Schéma piimé metody (Schmitt a kol., 2004).

Podstatou je piimé znaceni protilatky napi. kovem nebo fluoresceinem.

Nepiima dvojstuptiovd metoda

U dvoustupiiovych metod je enzym nebo fluorofor navdzany na sekundérni protilatku, ktera se
navaze na specifickou primarni protilatku (obr. 9). Pfednosti neptimych metod je i jejich vétsi
citlivost, coz je zplisobeno tim, ze na kazdou primarni protilatku mize byt navazano nékolik
molekul znacené sekundarni protilatky (Dvorak a kol., 2008). Nepiimé THC metody jsou ve
srovnani s pfimymi sice komplikovangjsi, ale vyhodou je, Ze mohou byt mnohem citlivéjsi

(Kralickova a Tonar, 2002).

Nepfima dvojstupriova metoda

u Sekundarni

protilatka

Primarni
protilatka

Obrazek 9: Schéma nepiimé dvojstupnové metody (Schmitt a kol., 2004).
Dvojstupiiova metoda je zaloZzenad na imunologické vazbé sekundarni znacené protilatky na protilatku
primarni.
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Nepiimé trojstupniové metody

Jedna se o amplifikacni metody slouzici k zesileni signalu v ptipad€, ze mnozstvi molekul
antigenu v tkani je nizké. V prvni fazi reaguje primarni specifické antisérum s antigenem
prokazovanym v tkani. Ve druhé fazi je aplikovana neznacena specifickd protilatka proti
imunoglobulinim zvifete, jehoz protilatky se pouzivaji Vv prvni a tfeti fazi. Ve tieti fazi
nanaSime znaceny komplex, napiiklad peroxidaza-anti-peroxidazovy komplex (obr. 10).
Metodika je citlivéjsi nez predeslé metody, ale ¢asové narocnéjsi (Kralickova, Tonar, 2002).

Neprima trojstupriova metoda
Terciaini
protilatka

Sekundarni
protilatka

Primarni
protilatka

i
Obrazek 10: Schéma neptimé trojstupiiové metody (Schmitt a kol., 2004).

V této metodé se nejdiive vaze primarni protilatka proti hledanému antigenu. Ve druhé fazi se ptidava

protilatka, ktera je namifena proti imunoglobuliniim zvifete, jehoZ protilatky se pouzivaji v 1. a 3. fazi.

Peroxidaza-anti-peroxidazovy komplex (PAP)
U metody PAP (peroxiddza-antiperoxidaza) se vyuziva rozpustny komplex skladajici se ze tti
molekul peroxidazy a dvou krali¢ich protilatek proti peroxiddze. Tento komplex je vazan na
primarni protilatku. Primarni protilatka je krali¢i, zaméfend proti lidskym antigenim
(K anti-hum), sekundarni protilatka je zpravidla prase¢i, zaméfena proti krali¢i, tedy primarni

protilatce (anti-K) (Dvoték a kol., 2008).

Avidin-biotin komplex (ABC)
Nejvice pouzivana trojstupnova metoda je avidin-biotin komplex (ABC) nebo také
streptavidin-biotin komplex (SABC). Avidin je proteinem vajeéného bilku. Streptavidin je
avidin izolovany vyraznéj$i reakci z bakterie, (Beranova, 2010). ABC metody vyuZzivaji
k detekci protilatek vysoké vazebné afinity mezi avidinem-biotinem. Na primarni specifickou
protilatku se navaze sekunddrni protildtka konjugovand s biotinem. Tfetim stupném je
komplex avidin - biotin - peroxidazy, ktery se na sekundarni biotinylovanou protilatku pevné
navaze a propujci sestavé vyrazné zesileni signalu. V dal§im se pak vizualizuje vhodnym

systémem (Dvoftak a kol., 2008).
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2.5.2. Tvorba parafinovych bloku

1. Odbér vzorku z resekované tkané

Po fixaci vybere patolog vhodné, reprezentativni vzorky tkani pro histologické vySetieni.
Odebirana tkan nesmi byt nekroticka (URL:<http://atlases.muni.cz/>). Cely postup zahrnuje
Sest po sob¢ jdoucich etap. Jsou to: odbér materialu, jeho fixace, zalévani materialu, krajeni
fezll, barveni fezl a jejich montovani. Odebrany material se musi peclivé oznacen a odeslan
do laboratote s tzv. histologickou privodkou, obsahujici zédkladni identifika¢ni tdaje (jméno

pacienta, organ, druh fixacni tekutiny, pozadované vysetfeni, datum odbéru, aj.).

2. Fixace materialu

Tkén¢ a organy po zastavé prisunu kysliku rychle podléhaji autolyze, ktera je zptisobena
degradaci bunécného obsahu uvolnénymi enzymy. K zamezeni autolyzy se pouziva fixace,
jejiz podstata tkvi v koagulaci a denaturaci bilkovin bunék a tkani. Fixace vzorkl z tkani
a organt se provadi pomoci fixaénich prostiedkt (Cech a Horky, 2005). Jako fixaéni tekutina
se zpravidla pouziva 10% roztok formaldehydu (n€kdy s riznymi ptisadami). Fixace trva

(podle velikosti vzorku) zhruba 24 hodin (URL:<http://atlases.muni.cz/>).

3. Syceni tkani parafinem a zalévani materialu

Parafin je nerozpustny ve vodé, proto je cely proces zalévani pomérné dlouhy. Musi
zahrnovat odvodnéni vzorku (vzestupna alkoholova fada - 60, 80, 90, 96 a 100%), prosyceni
latkou, ktera rozpousti parafin a je misena s alkoholem (napf. xylen, metylsalicylat) - zde
dochazi k projasnéni vzorku. Déle se vzorky postupné prosycuji parafinem ve 3 laznich pfi
teploté 62°C, aby se odstranil xylen. Tento postup je s vétsi ¢asti mozno provést automaticky
v prfistroji — autotechnikon. Prosyceny vzorek se pak zaléva v zalévacich komurkach
parafinem a po zchladnuti se ziskd tkanovy blocek, ktery je pfipraveny ke krajeni

(Vyhlidalova, 2010).

4. Rezéni tkang, ptiprava histologickych fezii

Po zaliti do blocku jsou z bloc¢kti odkrajovany tenké fezy pro dalsi histologickd vyhodnoceni.
Pro krajeni se pouzivd zatizeni zvané mikrotom. Velmi ostry niiZ nebo specidlni ziletka
odkrajuje z parafinového blocku platky silné pfiblizné 4pum. Tenké fezy jsou poté
rozprostfeny na vodni lazenn a odtud pifeneseny na podlozni sklicka. Takto pfipravena
a popsana podlozni sklicka se mohou dale dehydratovat, deparafinizovat a barvit

(URL:<http://atlases.muni.cz/>).
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2.5.3. Tkanové mikroarray

Technika tkanové mikroaray (Tissue mikroarray = TMA) otevirda nové moznosti
vySetfeni, vnémz se spojuje tradicni histologie S technikou molekulové biopsie. Tato
technologie spojuje desitky az stovky parafinovych vzorkt vloZzenych do jednoho
recipientniho parafinového bloku (URL:<http://www.isenet.it/>) tak, ze z puvodniho
(donorového) tkanového bloku s oznaCenym mistem urenym pro zkoumdni se vykroji
vzorky o priméru vétSinou 1,8 mm - 3 mm pomoci automatického nebo poloautomatického
piistroje (obr. 11). Tyto vyfezané tkané¢ z riiznych mist t€hoz tumoru Se poté postupné
vkladaji do recipientnich bloki (obr. 12). Tim se ziska recipientni blok se stovkami rtiznych
vzorkli, z n€hoz se udé€laji stovky fezd, které se pak testuji imunohistochemicky na
pritomnost nebo nepfitomnost riznych antigenti nebo se vyuziji pro molekuldrni biologické
vySetfeni. Vysledky se ukladaji do databézi a v korelaci s klinickym pribéhem a hodnoti se
pomoci pocita¢t (Masopust, 2004).

TMA umoziuje vyzkumnikim provadét mikroskopické studie na recipientnich
blocich, coz zajiStuje snizeni mnozstvi potfebnych materiali a reagencii potiebnych pro
vizualizaci cile. Dals$i vyhodou je jednotné barveni a cteni, ¢imz se zlepSuje jejich

reprodukovatelnost (URL:<http://www.bio-itworld.com/>).

Obrazek 11. Galileo TMA CK 3500
(URL:<http://www.isenet.it/>).
Ptistroj pouzivany v ramci této prace.

Obrazek 12. Schéma ptipravy TMA bloku
(URL:< http://www.actasurologicas.info/>)

Z donorového bloku vyfezeme dutou jehlou tkan,
kterou poté vlozime do recipientniho bloku. Po
zaplnéni celého recipientniho bloku se TMA blok
nafeze na tenké platky a uchyti na podlozi
sklicko.
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3 EXPERIMENTALNIi CAST

3.1. MATERIAL A METODA

3.1.1. Biologicky material

Z Ustavt klinické a molekularni patologie LF UP a FN Olomouc ndm byly zaptjéeny

parafinové bloky s nadorovou tkani, z kterych jsme vytvorili tkanové mikroarraye (TMA).
3.1.2. Chemikalie

Primarni protilitka MMP19 — 5 (poskytnuta Ustavem molekularni genetiky AV CR, v.v.i.),
Dako EnVision™ + Dual Link System-HRP (DakoCytomation), Liquid DAB + Substrate
Chromogen System (DakoCytomation), pertex (Bamed), hematoxylin (Sigma), Tween 20
(Sigma), bovinni albumin frakce V (Sigma), suSené odtu¢néné mléko (Laktino), 10 % NaN3
(Sigma), fetalni sérum (FCS), 30% H,O, (LachNer),

3.1.3. Pristrojové vybaveni

Mikrotom RM2135 (Leica), vodni lazen TW8 (Maneko), termostat IP100-U (LTE), lednice
(Liebherr), digestof (Merci), mikroarrayer Galileo TMA CK 3500 (Integrated System
Engineering), mikroskop (Olympus), pH metr (P-LAB a.s), vortex V-1 plus (Biosan),

minicentrifuga (Fisher Scientific), digitalni timer.
3.1.4. Material

Kladn¢ nabitd podlozni skla (Thermo scientific), kryci skla 24 x 40 mm (Bamed), barvici
nadoby, parafinovy fix Liquid blocker, vlhk4d komurka, automatické pipety (100 - 1000 pl)
+ $picky, odmérné vélce, kadinky, 1,5 ml mikrozkumavky, odpadni ldhev, bunicina, skalpel,

pinzeta, gumové rukavice, centrofix.

25



3.1.5. Imunohistochemicka detekce protilaitek: MMP19 - 5

3.1.5.1. Priprava vzorkiu

Tvorba tkanovych mikroarray
Parafinové bloky zpracujeme do TMA tkanovych blokd (tissue arrays) pomoci
poloautomatického pfistroje Galileo TMA CK 3500. Po nastaveni piistroje na pozadované
parametry zaéneme vyiezavat dutou jehlou o praméru 2 mm mikro-valce a vkladame je do
nového, recipientniho bloku. Vyfezeme vzdy oblast, ozna¢enou jako priméarni nador, dalsi

vyfez mimo nadorovou tkan a na konci série zafadime jesté dva bloky tkani, pro orientaci.

Krajeni tkanovych mikroarray
Vzorek, ve form¢ bloCku, nafezeme na 4 pum tenké fezy a uchytime na pozitivné nabité
podlozni sklicka. Tato sklicka inkubujeme pies noc pii teploté¢ 56 °C. Po inkubaci jsou

ptipraveny pro dalsi histologicka vysetieni.
3.1.5.2. Priprava roztoku

a) 10 mM Citratovy pufr (pH 6)

Pro ptipravu 10 mM citratovy pufr o pH 6,0 navazime 2,9 g citratu sodného dihydratu.
Navazku rozpustime v 1 litru deionizované vody a upravime pH na nami pozadovanou

hodnotu 6,0 pomoci HCI. (Skladujeme za chladu v lednicce pfi teploté +1 az +10°C).

b) Zasobni roztok 10x koncentrovany PBS
Navazime si 80 g NaCl, 2 g KCl a 32,1 g Na,HPO, . 12 H,0. Navazky rozpustime

Vv destilované vod¢ a doplnime do 1 litru. Upravime pH na hodnotu 7,4.

c) 1x PBS sTweene 20 — promyvaci pufr
Smichame 100 ml 10xPBS, 900 ml destilované¢ vody a 1 ml Tweenu 20. (Pfed kazdym

pouzitim pfipravime Cerstvy!)

d) Roztok, pro blokaci endogenni peroxidasy

Roztok piipravime smichanim 10 ml 30% H,0O, a 90 ml PBS s Tweenem 3% peroxid.

e) Bloka¢ni mléko

Navazime si 3 g susené¢ho odtucnéného mléka, a 2g 2% (ALB) bovinni albuminové frakce.
Rozpustime je spolu s 1 ml 3% NaN3 nejprve v 50 ml 1x PBS s Tweenem a poté dolijeme do

100 ml.
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f) Redici roztok pro primérni protilatku

Redici roztok ptipravime smichanim 900 pl 1x PBS, 100 pl Fetalniho séra a 10 pl 10%
NaNj3 (Roztok pripravujeme vzdy Cerstvy.)

o) Redici roztok pro sekundérni protilatku

Redici roztok piipravime smichanim 900 pl 1x PBS a 100 pl Fetalniho séra (Roztok

piipravujeme vzdy Cerstvy.)

h) Hematoxylin
Odméfime 50 ml 5% kamence hlinitodraselného, 1 ml 10% hematoxylinu v 96% EtOH, 1 ml

2% kyseliny jodisté, 10 kapek 3% konc. HCI. Skladujeme pifi laboratorni teploté
(18°C —27°C).

5% zasobni roztok kamence hlinitodraselného (KAI(SO,),.12H,0):
Navazku 5 g KAI(SOy), .12H,0 rozpustime ve 100 ml deionizované H,0O
10% zasobni roztok hematoxylinu v 96% EtOH:

Navazku 1 g hematoxylinu rozpustime v 10 ml 96% EtOH

2% zasobni roztok kyseliny jodisté:

Navazku 0,5 g Hs10g rozpustime ve 25 ml deionizované H,O

3% zasobni roztok konc. HCI (35%):

Do 91,4 ml deionizované vody piidame po kapkach 8,6 ml konc. HCI.
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3.1.6. Samotna imunohistochemicka detekce
3.1.6.1. Deparafinizace Fezi:

Po inkubaci je nutné vzorky deparafinizovat (pomoci xylenu) a dehydratovat (alkoholovou

fadou). Pfipravime si tedy Sest barvicich nadobek s vickem. Do tiech nalijeme xylen a do

dalsich pak 70 %, 80 % a 99,5 % ethanol.

Deparafinizaci vzorka provadime tak, ze skli¢ka inkubujeme Vv barvicich nadobkach 5 minut

dle niZze uvedeného schématu:

Xylen — 5 min.
Xylen — 5 min.
Xylen — 5 min.

99,5 % etanol — 5 min
80 % etanol — 5 min
70 % etanol — 5 min

Po vyjmuti preparati z ethanolu sklicka osusime pfitisknutim hrany skla na savou podlozku

a vlozime do barvici nadobky s destilovanou vodou. Skla 3x promyjeme destilovanou vodou.

3.1.6.2. Postup imunohistochemické detekce

Zpracovani fezu ve vodni lazni

Barvici nadobku, vhodnou pro zahtivani ve vodni lazni, naplnime roztokem citratového pufru
a predehiejeme ji na 95-99°C. Po vyhtati ponofime preparaty do takto predehiatého pufru
a inkubujeme po dobu 40-ti minut na 95-99°C. Inkubované vzorky vytahneme z lazné
a nechame zchladnout asi 20 minut pfi pokojové teploté. Po zchladnuti vylijeme z barvici
nadobky citratovy pufr a nahradime ho destilovanou vodou. Oplachneme preparaty
destilovanou vodou jesté¢ 2x a ponofime do kyvety s 1x PBS koncentrovanym pufrem na

5 minut.
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Blokace endogenni peroxidazy

Po fixaci, deparafinizaci, redehydrataci a odmaskovani umistime prepardty do piedem
pfipraveného (vzdy cerstvého) roztoku pro blokaci endogenni peroxidazy. Inkubujeme

10 minut pii laboratorni teploté a poté 2x rychle oplachneme v roztoku 1x PBS s Tweenem.

Oplach preparatu

Po rychlém promyti nechame vzorky v kyveté na 5 minut oplachnout v novém 1x PBS

s Tweenem. To pak jesté 2x opakujeme.

Blokace v bloka¢nim mléce

Vzorky ponofime do kyvety spfedem pfipravenym roztokem blokacniho mléka a pfi

laboratorni teplot¢ je inkubujeme 1 hodinu.

Oplach preparatu

Po hodin€ 2x rychle propldchneme v kyveté¢ v pufru 1x PBS s Tweenem a poté opct

opakujeme promyti 2x po péti minutach v nové roztoku 1x PBS s Tweenem.

Aplikace primarni protilatky MMP-19 5

Pied nanesenim protilatky sklitka osusime. Rez nesmi vyschnout! Parafinovym fixem
ohrani¢ime nanesenou tkan, aby ndm latka nestékala, a naneseme 200 pl primarni protilatky.
Preparaty vlozime do vlhké komirky, uzavieme ji a inkubujeme fez s protilatkou v chladu

v lednicce pies noc.

Oplach preparatu

Nasledujici den vyjmeme vzorky z komirky, vloZime je do kyvety s 1x PBS s Tweenem,
2x rychle proplachneme timto pufrem, pfilijeme novy pufr a nechdme po 5-ti minutich

2x v tomto pufru inkubovat.

Aplikace sekundarni protilatky En Vison+ Dual Link Systém -HRP

Odstranime ptebytecny pufr a otfeme podlozni skla. Pfiddme 200 pl nefedéného

polymeru/HRP a pokryjeme jim vzorek. Inkubujeme 30 minut.

Oplach preparatu

Opatrné oplachneme pufrovym promyvacim roztokem a vlozime na 5 minut do Cerstvé
pufrové lazn€ a poté opét opakujeme promyti 2x po péti minutach v nové roztoku 1x PBS

s Tweenem.
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DAB+ vizualizace

Tésné pred nanesenim si pfipravime roztok diikkladnym promisenim 1ml substratového pufru
DAB+ s 1 kapkou (25-30 pl) chromogenu DAB+.

Odstranime pfebytecny pufr a otieme podlozni skla. Pfiddme 200 ul pracovniho roztoku
DAB+ a pokryjeme jim vzorek. Inkubujeme 10 minut. Opatrné¢ oplachneme v destilované

vod¢. Odpadni roztok DAB+ vylijeme do nddobky na nebezpecné materialy!

Podbarveni hematoxylinem

Po promyti a vizualizaci preparaty vlozime do barvici nddobky s hematoxylinovym barvivem
inkubujeme asi 30 sekund pti laboratorni teploté. Po 30 sekundach preparaty vytahneme,
dame do barvici nadobky s destilovanou vodou a tu pak umistime pod tekouci vodou na

3 minuty. Néasledn¢ preparaty oplachneme v destilované vode.

Odvodnéni a montovani

Pfed zahajenim dehydratace si nachystame do barvicich nadobek 75 % ethanol, 95 % etanol,
100 % etanol a xylem na projasnéni vzorkl. Preparaty oplachneme nejdiive v 75 % etanolu —
30 sekund, poté 95 % etanolu — 30 sekund a nasledné¢ ve 100 % etanolu — 30 sekund.
V xylenu inkubujeme 1 minutu.

Preparaty vytdhneme z xylenu, osu$§ime a zamontujeme do montovaciho media Pertex. Takto
hotové preparaty hodnotime pod svételnym mikroskopem.

Imunohistochemicka exprese byla v danych vzorcich hodnocena semikvantitativné. Byla
hodnocena jak v nadorovych burikach, tak ve stromalnich bunikach. Z nadorovych bunék byla
hodnocena pozitivita bazalnich bun€k. Za hranici pozitivity jsme povazovali piitomnost

MMP-19 v minimalné 10 % bunék.
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4 VYSLEDKY

Imunohistochemicka detekce MMP-19 byla provedena na souboru 30 pacientd,
u kterych byl diagnostikovany nador tlustého stieva (tab. 2). Dva pacientské vzorky byly
nezhodnotitelné a dale nebyly zahrnuty do vysledné analyzy. U 8 pacientt bylo prokazano, ze
se nejedna o karcinom, ale o nizce diferencovany neuroendokrinni tumor. Vsech 8 pacientt
bylo zatazeno do statistik, jelikoZ se jednalo o maligni nadory.

Pro ucely této prace se sledovala exprese MMP-19 v jednotlivych typech bunék
(nddorovém epitelu, bazalni vrstvé nadorového epitelu, v nadorovém stromatu). Zvysena
exprese MMP-19 v nadorovych bunkach byla z 28 vzorkt u 19 (67,86 %). 5 vzorku (17,85 %)
bylo stfedné pozitivnich, 2 vzorky (7,14 %) vykazovaly nizkou pozitivitu a u 2 (7,14 %) z 28
byla exprese negativni. Vysoce pozitivni exprese v bazalnich nadorovych bunkach byla
zaznamenana u 18 vzorka (64,3%), 1 vzorek (3,57 %) byl stfedné pozitivni a u zbylych
9 vzorka (32,14 %) nebyly nalezeny Zzadné MMP-19 pozitivni bazalni buiiky. Exprese
MMP-19 ve stromalnich bunkach byla nalezena u 20 vzorkda (71,43 %) ztoho stiedné
pozitivni byly 3 vzorky (10,71 %). U 5 (17,86 %) z celkového poctu 28 testovanych vzorku
nebyla nalezen exprese MMP-19 ve stromalnich bunkach.

V nasem souboru mélo 17 pacientli (60,71 %) adenokarcinom. U dalSich 3 pacientl
(10,71 %) byla nalezena duplicita s jinym typem nadoru, u 1 pacienta (3,57%) byla nalezena
triplicita (nizce diferencovany neuroendokrinni tumor/ chronicka leukémie/ adenokarcinom),
v 6 piipadech (21,43 %) Slo o adenokarcinom s nizce diferencovanym neuroendokrinnim
tumorem a ul pacienta (3,57%) byl diagnostikovan pouze nizce diferencovany

neuroendokrinni tumor.

Obrazek 13. Vizualizace MMP-19 imunohistochemickou Obrazek 14. Vizualizace MMP-19 imunohistochemickou

detekci. Negativni tkan. (20x zvétseni) detekei. Pozitivni tkan. (20x zvétSeni)
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Vyskyt vzdalenych metastaz byl potvrzen u 11 (39,29 %) pacientii. Z hodnoceni podle
klinické klasifikace o po¢tu vzdalenych metastaz (M) vyplyva, ze 11 (39,29%) pacientli mélo
vice nez jednu vzdalenou metastazu, klasifikovano jako M1 a u 17 (60,71 %) se vzdalené
metastazy neobjevily vibec, kalcifikovano jako M0. Co se umisténi vzdalenych metastaz
tyce, tak u 9 (32,14 %) se vyskytly na jatrech, u 2 ptipadii (7,14 %) pak v mékkych tkanich.

U 12 pacientli (42,86 %) byly nalezeny metastdzy v miznich uzlinidch a u zbylych
16 pacientl (57,14 %) nebyly metastazy v uzlinach nalezeny vibec. Podle klasifikace TNM
zroku 2009 byly u 9 ptipadi (32,15 %) diagnostikovany metastazy ve 4-7 regionalnich
lymfatickych uzlinach - N2 au 3 (10,71 %) v 1-3 regionalnich lymfatickych uzlinach - N1.

V ramci naseho souboru byly dohledany také hodnoty pT nadoru, které podle
patologické klasifikace hodnoti primarni nador z hlediska hloubky prortstani nadoru do stény
tlustého stfeva a prorastani do jinych organt a struktur. Nador postihujici submucosu, tedy
kategorie pT1 postihla v ramci naseho souboru 3 pacienty (10,71 %), 6 pacientd (21,43 %)
bylo zafazeno do kategorie pT2, nador postihuje svalovou vrstvu sliznice. 14 pacientt (50 %)
je v kategorii pT3, u nich nador postihuje nebo se $ifi do neperitonealizované perikolické
nebo perirektalni tkan¢ a 3 pacienti (10,71 %) byly zafazeny do kategorie pT4, kdy nador
ptimo postihuje i jiné organy ¢i struktury. U 2 (7,14 %) pak pT nebylo mozno dohledat.

Stupenn diferenciace tzv. grading nadoru (G), charakterizuje morfologické zmény
neoplastické populace bunék. Stupen G1 tj. dobfe diferencovany nador u nasi studované
skupiny byl popsan u 9 pacienti (32,14 %), stiedné diferencovany nador tj. stupen G2 mélo
12 pacient (42,86 %) a u 4 byl nizce diferencovany nador, odpovidajici stupni G3.
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Tabulka 2. Piehled miry exprese MMP-19 v jednotlivych typech bunék a souhrn vyskytu metastaz s jejich diagnozou

Bazalnich Pocet Umisténi Pocet
Vzorek Typ karcinomu Nadorové | || zdorove | Stromalni | Uzlinové | uzlinovych | Vzdalené vzdalenych vzdalenych pT? | Diagnéza® | Diferenciace® | Duplicita
buriky . buriky metastazy | metastaz | metastazy . metastaz
bunky 1 metastaz 2
(N) M)
1. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 0 0 0 X X 1 C20 Gl 0
2. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 0 0 0 X X 2 C20 G2 0
3. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 1 2 0 X X 3 C20 Gl 0
4. NDNT/adenokarc. 100% 0% 100 % 1 2 1 jatra 5 3 C18.7 Duplicita
5. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 1 2 1 jatra 2 3 C18 Gl 0
6. adenokarcinom 65% 100 % 100 % 1 2 1 jatra 3 4 C20 G2 0
7. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 1 1 1 jatra 2 3 C18 G2 0
8. NDNT/adenokarc. 100% 100 % 100 % 1 2 1 jatra mnohodetné | 3 C18 Duplicita
9. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 0 0 0 X X 3 C20 G3 0
10. adenokarcinom 50% 0 0 0 0 0 X X 3 C20 G2 0
11.] adenokarc./melanom 100% 100 % 100 % 0 0 0 X X 0 C18 G2 Duplicita
12. NDNT 10% 0 50 % 0 0 0 X X 0 0
13. adenokarcinom 0% 0 0 0 0 0 X X 1 C20 Gl 0
14, NDNT/adenokarc. 100% 100 % 100 % 1 2 1 jatra 3 2 C18 G2 Duplicita
15. adenokarc./ca.plic 100% 100 % 100 % 1 1 0 X X 3 C18 G3 Duplicita
16. adenokarcinom 20% 0 40 % 0 0 0 X X 1 C19 G2 0
17. | adenokarc./ca.prostaty 50% 100 % 100 % 0 0 0 X X 3 C18.7 G2 Duplicita
18. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 0 0 1 jatra 2 3 C18 G2 0
19. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 0 0 1 jatra 1 3 Cc20 G2 0
20. NDNT/adenokarc. 0 0 0 0 0 0 X X 2 Cc20 Gl Duplicita
21. adenokarcinom 100 % 100 % 100 % 1 2 1 mékké tkané 1 4 C18 G3 0
22. adenokarcinom 60 % 100 % 100 % 1 2 1 mékké tkané 1 4 C18 G3 0
23. adenokarcinom 100 % 100 % 100 % 1 2 1 jatra, kosti 3 C20 Gl 0
24, adenokarcinom 100 % 100 % 0 0 0 0 X X 3 C18 G2 0
25. adenokarcinom 100 % 60 % 60 % 0 0 0 X X 2 C20 Gl 0
26. NDNT/adenokarc. 100 % 0 0 0 0 0 X X 3 C20 Gl Duplicita
217. NDNT/adenokarc. 50 % 0 100 % 0 0 0 X X 2 Cc20 Gl Duplicita
28.|] NDNT/leuk/adenom. 100 % 0 100 % 1 1 0 X X 2 C18.7 G2 Triplicita

NDNT — nizce diferencovany neuroendokrinni tumor

w
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Statistickd analyza dat byla provedena pomoci softwaru Statistica 8. Jako statisticky vyznamna
byla povazovana hladina testu «<0,05. Pii testovani byl pouzit x? test nezavislosti
Vv kontingenc¢nich tabulkach. Za pozitivni byly povazovany vSechny bunky s intenzitou exprese

vyss$i nebo rovnou 10 %.

Bylo zjisténo, ze exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunkach koreluje s expresi
MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék (p<0,008) (tab. 3) a také s expresi ve stromalnich
bunkach (p<0,019) (tab. 4). Taktéz byl prokazan statisticky vyznamny vztah mezi expresi
MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bun¢k a expresi MMP-19 ve stromalnich bunkach
(p<0,011) (tab. 5).

Exprese MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék koreluje s vyskytem vzdalenych metastaz
(p<0,036) (tab. 6). Taktéz bylo zjisténo, Ze exprese MMP-19 ve stromalnich bunkach koreluje
s vyskytem vzdalenych metastaz (p<0,047) (tab. 7) a zvySena exprese MMP-19 ve stromalnich
bunikach korelovala i s vyskytem metastaz v regionalnich lymfatickych uzlinach (p<0,033)
(tab. 8).

Byly nalezeny signifikantni rozdily v expresi proteinu MMP-19 v bazalni vrstvé nadorového
epitelu mezi adenokarcinomy a nizce diferencovanymi neuroendokrinnimi tumory (p<0,002)
(tab. 9).

Tabulka 3. Korelace exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych buné¢k s expresi MMP-19

v bazalni vrstvé nadorovych bun¢k

Bazalni nadorové buiky
Nadorové buniky 0-10% 11-100% soucet v Fadku
0-10% 3 0 3
11-100% 6 19 25
Celk. 9 19 28
p<0,008

Exprese proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorového epitelu koreluje s expresi MMP-19

V bazalni vrstvé nadorového epitelu.
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Tabulka 4. Korelace exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorového epitelu s expresi MMP-19

V nadorovém stromatu.

Stromalni buniky
Nadorové buiiky 0-10% 11-100% soucet v Fadku
0-10% 2 1 3
11-100% 3 29 25
Celk. 5 23 28

p<0,019

Exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorového epitelu koreluje s expresi MMP-19 v nadorovém

stromatu.

Tabulka 5. Korelace exprese MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék s expresi
MMP-19 ve stromalnich buiikach.

Stromalni burky
Bazalni nadorové buiky 0-10% 11-100% soucet v Fadku
0-10% 4 5 9
11-100% 1 18 19
Celk. 5 23 28
p<0,011

Exprese proteinu MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék koreluje s expresi MMP-19 ve

stromalnich bunkach.

Tabulka 6. Zavislost exprese MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék v korelaci

s vyskytem vzdalenych metastaz.

Vzdalené metastazy
Bazalni nenadorové nepritomné (0) pritomné (1) soucet v Fadku
bunky
0-10% 8 1 9
11-100% 9 10 19
Celk. 17 11 28
p<0,036

Exprese MMP-19 v bazélni vrstvé nddorovych bunék koreluje s vyskytem vzdalenych metastaz.
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Tabulka 7. Zavislost

vzdalenych metastaz.

exprese MMP-19 ve stromalnich bunkach v korelaci s vyskytem

Vzdalené metastazy

Stromalni buiky nepritomny (0) pritomny (1) soucet v Fadku

0-10% 5 0 5

11-100% 12 11 23

Celk. 17 11 28
p<0,047

Exprese proteinu MMP-19 ve stromalnich bunikach koreluje s vyskytem vzdalenych metastaz.

Tabulka 8. Zavislost exprese MMP-19 ve stromalnich buikach v korelaci s vyskytem metastaz

Vv regionalnich lymfatickych uzlinach.

Metastazy v uzlinach

Stromalni buiky nepritomny (0) pritomny (1) soucet v Fadku

0-10% 5 0 5

11-100% 11 12 23

Celk. 16 12 28
p<0,033

Exprese proteinu MMP-19 ve stromalnich buiikach koreluje s vyskytem metastaz v regionalnich

lymfatickych uzlinach.

Tabulka 9. Zavislost

exprese

MMP-19 v bazalni

adenokarcinomy a nizce diferencovanymi neuroendokrinnimi tumory.

vrstvé nadorového epitelu mezi

Typy karcinomu

Bazalni nenadorové

Adenokarcinom

nizce diferencovany

soucet v Fadku

buiiky neuroendokrinnim
tumoru
11-100% 17 2 19
Celk. 20 3 8
p<0,002

Exprese proteinu MMP-19 v bazalni vrstvé nadorového epitelu koreluje s adenokarcinomem

a nizce diferencovanym neuroendokrinnim tumorem.
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Statisticky nevyznamné vysledky:
Souhrn statisticky neptizna¢nych vysledki je v tabulkach uveden v ptiloze.

Exprese proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék nekoreluje s vyskytem
vzdalenych metastaz (p<0,14) (tab. 10). Exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék
(p<0,54) (tab. 11), bazalni vrstvé nadorovych bunék (p<0,21) (tab. 12) a ani ve stromalnich
bunkach (p<0,27) (tab. 13) nekoreluje s umisténim vzdalenych metastaz. Nebyly nalezeny
signifikantni rozdily v expresi proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék (p<0,11)
(tab. 14) ani v bazalni vrstvé nadorovych bunék (p<0,13) (tab. 15) ve vztahu k vyskytu metastaz
v regionalnich lymfatickych uzlinach. Nebyla prokazana korelace exprese MMP-19 v apikalni
vrstvé nadorovych buikach (p<0,48) (tab. 16) ve stromalnich bunkach (p<0,21) (tab. 17) ani
Vv bazalni vrstvé nadorovych bunék (p<0,38) (tab. 18) vzhledem k poc¢tu metastaz v regionalnich
lymfatickych uzlinach.

V ramci naseho souboru byla také zjisStovana statistickd vyznamnost exprese proteinu
MMP-19 v korelaci s hloubkou prorustani nadoru do stény tlustého stfeva a S prorustanim do
jinych organi a struktur (pT) a se stupném diferenciace nadoru. Exprese MMP-19 v apikalni
vrstvé nadorovych bunék (p<0,13) (tab. 19), bazalni vrstvé nadorovych bunék (p<0,29) (tab. 20)
a ve stromalnich bunky (p<0,79) (tab. 21) nekoreluje s Zadnou kategorii pT. Taktéz exprese
MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék (p<0,14) (tab. 22), bazalni vrstvé nadorovych
bunék (p<0,24) (tab. 23) a stromalnich bunky (p<0,35) (tab. 24) nejevi vliv na stupen
diferenciace nadoru.

Déle bylo porovnavano, zdali existuje néjaka zavislost vyskytu proteinu MMP-19
u pacientti s adenokarcinomem a nizce diferencovanym neuroendokrinnim tumorem. Nebyly
nalezeny signifikantni rozdily v expresi proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék
(p<0,12) (tab. 25) ani stromalnich bunkach (p<0,53) (tab. 26) mezi adenokarcinomy a nizce
diferencovanymi neuroendokrinnimi tumory. Dale bylo hodnoceno, zdali ma vliv exprese
proteinu MMP-19 na lokalizaci nadorového onemocnéni a na vyskyt dal$iho nadorového
onemocnéni. V ramci naseho studovaného souboru bylo zhodnoceno Ze, exprese proteinu
MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bun¢k (p<0,10) (tab. 27), v bazalni vrstvé nadorovych
bun¢k (p<0,22) (tab. 28) a ve stromalnich bunkach (p<0,76) (tab. 29) nejevi zadny vliv na
lokalizaci nadorového onemocnéni. Taktéz nebyla nalezena korelace mezi pacienty
S duplicitnimi nebo triplicitnimi nadory a expresi proteinu MMP-19 v apikalni vrstveé
nadorovych bun¢k (p<0,94) (tab. 30), v bazalni vrstvé nadorovych bunék (p<0,17) (tab. 31) ani
v bunkach stromatu (p<0,84) (tab. 32).
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5 DISKUZE

Experimentalni ¢ast této prace byla vénovana detekci méné znamého c¢lena rodiny matrix
metaloproteindz, a to MMP-19. Tento protein byl sledovan u vybrané¢ skupiny pacienti
s kolorektalnim karcinomem i nizce diferencovanym neuroendokrinnim tumorem se zaméfenim
na proces metastazovani.

Z nasich vysledkt vyplyva, ze exprese MMP-19 v apikdlni vrstvé nddorovych bunék
nejspiSe koreluje s expresi proteinu MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék i s expresi
MMP-19 ve stromalnich buiikach. Uvedené vysledky v ramci naseho souboru jsou v souladu se
zjisténim autord Sena a kol. (2012), zZe MMP-19 je exprimovan ve stromalnich buikach
normdlni sliznice a jeho pfitomnost dosahuje maximalnich hodnot v nddorovém epitelu. Dané
vysledky podporuji vysledky i jinych autort.

Mauch a kol. 2002, Hieta a kol. 2003 se vénovali studii identifikace typt stromalnich
bun¢k produkujicich MMP-19. Popsali, ze MMP-19 byla exprimovéana stromalnimi fibroblasty
ve vysokém procentu, makrofagy pak v mensi mnozstvi, coz je v souladu s udaji o typech téchto
bun¢k exprimujicich MMP-19. Ne¢kolik studii na geneticky upravenych mySich modelech
prokazaly pii vzniku rakoviny piimou uCast rezidentni fibroblastd (Kalluri a kol. 2003).
Genetické a bunécné studie ukazuji, Ze rhst nadoru neni ur€en jen malignimi nadorovymi
bunikami, ale i nddorovym stromatem (Lynch a kol. 2002).

V souladu s nasimi zjisténimi zminuje Liotta a kol. 2001 a Lynch a kol. 2002 vyznamné
korelace mezi expresi MMP-19 ve stromalnich bunkach a expresi MMP-19 v buiikach
nadorového epitelu.

Z nasich vysledkt dale vypliva, ze exprese MMP-19 ve stromalnich bunkach, koreluje
s vyskytem vzdalenych metastaz. Obdobné zjisténi popsali i Zitka a kol. (2010). Tvrdi, Ze
schopnost rakovinnych bunck zalozit vzdalené kolonie, je urcujici charakteristikou malignich
tumort. Okolni mikroprostiedi nadoru aktivné napomaha progresi tumoru, pusobi na invazi,
vyvoj rakoviny a tvorbu vzdalenych metastaz. Dilezité jsou mezibunécné komunikace mezi
nadorovymi bunikami a buitkami stromatu.

Rydlova a kol (2008) tvrdi, ze exprese MMP vyznamné koreluje s pfitomnosti
regiondlnich uzlin a vzdalenych metastdz. Pro konvencni patologické vysetieni je pfitomnost
karcinomu. Matsuyama a kol., 2002 uvadi, ze exprese MMP je spojena s jaternimi metastazemi

kolorektalniho karcinomu.
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V3sak studie konkrétné pro MMP-19 a jejich vztah k tvorbé vzdalenych metastaz a ptitomnosti
lymfatickych uzlin neni dosud popsana. V rdmci nasi studie vSak byl jisty vliv mezi expresi
MMP-19 a vzdalenymi metastazemi a uzlinami potvrzen.

V naSem souboru pacientll byla pozorovana zvySena exprese MMP-19 u vyskytu nizce
diferenconavého neuroendokrinniho tumort. Vliv exprese na vyskyt tohoto tumoru v literatuie
zatim popsan neni.

V literatufe jsou uvedeny rizné kontroverzni vysledky. MMP-19 je spojena s ¢asnou
nadorovou transformaci z benignich 1ézi do mikro-invazivnich karcinomu. Jasna role MMP pfi
procesu metastazovani vSak neni objasnéna. Protoze exprese daného proteinu nebyla studovana
Vv pokrocilych stadiich kolorektalniho karcinomu, z uvedené¢ho diivodu ma dana prace vyznam
pro nasmérovani vétsi klinické studie v ramci magisterské prace, kterd bude zamétena na ovéfent
prognostického vyznamu exprese MMP-19 ve stromatu a Vv nadorovém epitelu v casnych

a pokrocilych stadiich karcinomu stiev.
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6 ZAVER

V této praci jsme hodnotili miru exprese proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorové
tkan¢, v bazalni vrstvé nadorové tkani a ve stromalnich bunikach vzhledem k vyskytu vzdalenych
metastaz, k tvorbé metastdz v regionalnich lymfatickych uzlinach, k diferenciaci nadoru a pT
nadoru (hloubku proristani nadoru do stény tlustého stfeva a proristani do jinych organt
a struktur). Veskeré tyto vysledky byly statisticky zhodnoceny pomoci softwaru Statistica 8.
Bylo zjisténo, Ze apikalni nadorové bunky nejspise ovliviiuji expresi proteinu MMP-19, a to jak
V bazalni vrstvé nadorovych bunck, tak ve stromalnich buiikach. Bazéalni nadorové buiky
nejspise ovliviiuji expresi proteinu MMP-19 i v buiikach stromatu. Dale byla prokazana korelace
exprimovaného proteinu MMP-19 na metastazy Vv regionalnich lymfatickych uzlinach. Nalezena
byla i korelace mezi bazalnimi nadorovymi buikami a adenokarcinomem a nizce
diferencovanym neuroendokrinnim tumorem. Nase vysledky prokazaly vyznam stanoveni MMP-
19 ke sledovani chovani téchto bunék, pro celkové pochopeni procesu tvorby kolorektalniho
karcinomu. Uvedené vysledku jsou vSak jenom pifedbézné, jelikoz byly vypracovany pro malou
skupinu pacientti, nicméné naznaCuji urCity trend, ktery bude ovéfeny na vétSim souboru

pacientil v ramci magisterské prace.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

(s)ABC
ALB
CBD
CRC
DAB+
FITC
HPX
HRP
IGFBP

IGF
MT-MMP

NDNT

PAP
PBS
PCR
gRT-PCR

RASI

TMA
TIMPs
VEGF
XM-MMP

(strept)Avidin-biotin komplex — ,, (strept) Avidin—biotin complex*
Bovinni albuminové frakce - ,, Bovine albumin fraction
Kolagen vazajici doména — ,,Collagen binding protein‘
Kolorektalni karcinom - ,,Colorectal Carcinom*
3, 3-diaminobenzidin - ,, 3, 3'-diaminobenzidine*
Fluorescein isothiokyanat - ,,Fluorescein isothiocyanate*
Hemopexinova doména - ,,Hemopexin domain*
Kfenova peroxidaza - ,,Horseradish peroxidase
Inzulinu, jako rastovy faktor vazajici protein - ,,Insulin-like growth factor-binding
protein®
Inzulinu podobny rustovy faktor — ,,Insuline-like growth factor*
Membranovy typ matrix metaloproteinaz - ,,Membrane - type matrix
metalloproteinase*
Nizce diferencovany neuroendokrinni tumor - ,,Poorly differentiated
neuroendocrine tumor*
Peroxidaza-anti-peroxidazovy komplex - ,,Peroxidase-antiperoxidase complex
Fosfatovy pufr - ,,Phosphate buffered saline*
Polymerni fetézové reakce - ,,Polymerase chain reaction*
Kvantitativni reverzni transkripce-polymerazova fetézova reakce - ,,Quantitative
reverse transcriptase-polymerase chain reaction‘
Znamka zanétu revmatoidni artritidy »Rheumatoid arthritis sign of
inflammation*
Tkanova mikroarray - ,,Tissue Microarray*
Tkanové inhibitory MMP -, Tissue inhibitor of metalloproteinase*
Vaskularni endoteliovy ristovy faktor - ,,Vascular endothelial growth factor
Membranovy typ matrix metaloproteinazy Xenopus laevis - ,,Xenopus membrane

type MMP
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9 PRILOHY

Tabulka 10. Zavislost exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék v korelaci

s vyskytem vzdalenych metastaz.

Vzdalené metastazy
Nadorové buiiky nepritomné (0) pritomné (1) soucet v Fadku
0-10% 3 0 3
11-100% 14 11 25
Celk. 17 11 28
p<0,14

Exprese proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék nekoreluje s vyskytem

vzdalenych metastaz.

Tabulka 11. Zavislost exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék v Kkorelaci

S umisténim vzdalenych metastaz.

Umisténi vzdalenych metastaz
Nadorové buriky nepiitomné | jaterni metastazy metastazy soucet v radku
0) metastazy v mékkych | v jatrech a
tkanich kostech
(kycle)
0-10% 3 0 0 3
11-100% 14 2 1 25
Celk. 17 2 1 28
p<0,54
Exprese proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék nekoreluje s umisténim

vzdalenych metastaz.



Tabulka 12. Zavislost exprese MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék v Korelaci

S umisténim vzdalenych metastaz.

Umisténi vzdalenych metastaz

Bazalni nadorové Nepfitomné | jaterni metastazy metastazy soucet v Fadku
buiik ) metastazy | v mékkych | v jatrech a

unky tkanich kostech

(ky¢le)
0-10% 8 1 0 0 9
11-100% 9 7 2 1 19
Celk. 17 8 2 1 28
p<0,21

Exprese proteinu MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék nekoreluje s umisténim

vzdalenych metastaz.

Tabulka 13. Zavislost

vzdalenych metastaz.

exprese MMP-19 ve stromalnich bunkach v korelaci s umisténim

Umisténi vzdalenych metastaz

Stromalni buriky nepfitomné jaterni metastazy metastazy soucet v radku
(0)] metastizy | vV mékkych | Vv jatrecha
tkanich kostech
(ky¢le)
0-10% 5 0 0 0 5
11-100% 12 8 2 1 23
Celk. 17 8 2 1 28
p<0,27

Exprese proteinu MMP 19 ve stromalnich bunikach nekoreluje s umisténim vzdalenych metastaz.

Tabulka 14. Zavislost exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék v korelaci

s vyskytem metastaz v regionalnich lymfatickych uzlinach.

Metastazy v regionalnich
lymfatickych uzlinach

Nadorové buiky

nepritomné (0)

pritomné (1)

soucet v Fadku

0-10% 3 0 3
11-100% 6 19 25
Celk. 9 19 28

p<0,11

Exprese proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bun€k nekoreluje s vyskytem metastaz

v regionalnich lymfatickych uzlinach.



Tabulka 15. Zavislost exprese MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék v korelaci

s vyskytem metastaz v regionalnich lymfatickych uzlinach.

Metastazy v regionalnich
lymfatickych uzlinach

Bazalni nadorové nepritomné (0) pritomné (1) soucet v Fadku
burnky

0-10% 7 2 9
11-100% 9 10 19

Celk. 16 12 28

p<0,13

Exprese proteinu MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék nekoreluje s vyskytem metastaz v

regionalnich lymfatickych uzlinach.

Tabulka 16. Zavislost exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék v Kkorelaci

S poctem metastaz v regionalnich lymfatickych uzlinach.

Pocet metastaz v regionalnich
lymfatickych uzlinach
Nadorové buniky 0 1 2 3 soudet v Fadku
0-10% 3 0 0 0 3
11-100% 13 3 6 3 25
Celk. 16 3 6 3 28
p<0,48

Exprese proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bun¢k nekoreluje s poctem metastaz v

regionalnich lymfatickych uzlinach.

Tabulka 17. Zavislost exprese MMP-19 ve stromalnich butikach v korelaci s po¢tem metastaz v

regionalnich lymfatickych uzlinach.

Pocet metastaz v regionalnich
lymfatickych uzlinach
Stromalni bunky 0 1 2 3 soucet v Fadku
0-10% 5 0 0 0 5
11-100% 1 3 6 3 23
Celk. 16 3 6 3 28
p<0,21

Exprese proteinu MMP-19 ve stromalnich bunkach nekoreluje s poctem metastaz

Vv regionalnich lymfatickych uzlinach.



Tabulka 18. Zavislost exprese MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék v Korelaci

s poctem metastaz v regionalnich lymfatickych uzlinach.

Pocet uzlinovych metastaz
Bazalni nadorové 0 1 2 3 soucet v Fadku
burnky
0-10% 7 1 1 0 9
11-100% 9 2 5 3 19
Celk. 16 3 6 3 28
p<0,38

Exprese proteinu MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék nekoreluje s poctem metastaz v

regionalnich lymfatickych uzlinach.

Tabulka 19. Zavislost exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék v Kkorelaci

s hloubkou proristdni nadoru do stény tlustého stieva a s prorustdnim do jinych organt

a struktur.
pT
Nadorové buniky pTO pT1 pT 2 pT 3 pT 4 soucty v Fadku
0-10% 1 1 1 0 0 3
11-100% 1 2 5 14 3 25
Celk. 2 3 6 14 3 28
p<0,13

Exprese proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék nekoreluje s hloubkou proristani

nadoru do stény tlustého stieva a S proriistanim do jinych organti a struktur.

Tabulka 20. Zavislost exprese MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék Vv Kkorelaci

s hloubkou proristani naddoru do stény tlustého stfeva a s proriistinim do jinych organt

a struktur.
pT

Bazalni nadorové pTO pT1 pT 2 pT3 pT 4 soudet v Fadku
bunky

0-10% 1 2 3 3 0 9
11-100% 1 1 3 11 3 19

Celk. 2 3 6 14 3 28

p<0,29

Exprese proteinu MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bun€k nekoreluje s hloubkou prortstani

nadoru do stény tlustého stfeva a S prorustanim do jinych organt a struktur.



Tabulka 21. Zavislost exprese MMP-19 ve stromalnich bunkach v korelaci s hloubkou

prorustani nadoru do stény tlustého stieva a S proristanim do jinych organti a struktur.

pT
Stromalni buriky pTO pT1 pT 2 pT3 pT 4 soucet v Fadku
0-10% 0 1 1 3 0 5
11-100% 2 2 5 11 3 23
Celk. 2 3 6 14 3 28
p<0,79

Exprese proteinu MMP-19 ve stromalnich bunkach nekoreluje s hloubkou prortstani nadoru do

stény tlustého stfeva a S prorustanim do jinych organt a struktur.

Tabulka 22. Zavislost exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék v korelaci se

stupném diferenciace nadoru.

Stupeii diferenciace nadoru

Nadorové buniky Gl G2 G3 soucet v Fadku
0-10% 2 0 0 2
11-100% 7 12 4 23
Celk. 9 12 4 25

p<0,14

Exprese proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék nekoreluje se stupném

diferenciace nadoru.

Tabulka 23. Zavislost exprese MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bun¢k v korelaci se

stupném diferenciace nadoru.

Stupen diferenciace nadoru

Bazalni nadorové Gl G2 G3 soucet v Fadku
burnky
0-10% 4 3 0 7
11-100% 5 9 4 18
Celk. 9 12 4 25

p<0,24

Exprese proteinu MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych

diferenciace nadoru.

bun€k nekoreluje se stupném



Tabulka 24. Zavislost

diferenciace nadoru.

exprese MMP-19 ve stromalnich bunkach v korelaci se stupném

Stupen diferenciace nadoru
Stromalni buriky Gl G2 G3 soucet v Fadku
0-10% 3 2 0 5
11-100% 6 10 4 20
Celk. 9 12 4 25
p<0,35

Exprese proteinu MMP-19 ve stromalnich buinikach nekoreluje se stupném diferenciace nadoru.

Tabulka 25. Zavislost exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék v korelaci

s adenokarcinomy a nizce diferencovanymi neuroendokrinnimi tumory.

Typy karcinomii

Nadorové buiiky

Adenokarcinom

nizce diferencovany

soucet v Fadku

neuroendokrinnim

tumoru
0-10% 1 2 3
11-100% 19 6 25
Celk. 20 8 28

p<0,12

Exprese proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék nekoreluje s adenokarcinomy

a nizce diferencovanymi neuroendokrinnimi tumory.

Tabulka 26.

Zavislost

exprese

MMP-19 ve

s adenokarcinomy a nizce diferencovanymi neuroendokrinnimi tumory.

stromalnich  bunkach

v korelaci

Typy karcinomu

Stromalni buriky Adenokarcinom nizce diferencovany soucet v radku
neuroendokrinnim
tumoru
0-10% 3 2 5
11-100% 17 6 23
Celk. 20 8 28

p<0,53

Exprese proteinu MMP-19 ve stromalnich bunkach nekoreluje s adenokarcinomy a nizce

diferencovanymi neuroendokrinnimi tumory.



Tabulka 27. Zavislost exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunck v Kkorelaci

s lokalizaci nddorového onemocnéni.

Vzdalené metastazy
Nadorové buiiky Nador recta C 20 Nadory tl. stfeva C 18 | soucet v Fadku
0-10% 2 0 2
11-100% 10 15 25
Celk. 12 15 27
p<0,10

Exprese proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék nekoreluje s lokalizaci

nadorového onemocnéni.

Tabulka 28. Zavislost exprese MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék Vv korelaci

s lokalizaci nddorového onemocnéni.

Vzdalené metastazy
Bazalni nadorové Nador recta Nadory tl. stfeva soucet v Fadku
buiiky C20 C18
0-10% 5 3 8
11-100% 7 12 19
Celk. 12 15 27
p<0,22

Exprese proteinu MMP-19 v bazélni vrstvé nadorovych bunék nekoreluje s lokalizaci

nadorového onemocnéni.

Tabulka 29. Zavislost exprese MMP-19 ve stromalnich bunkach v korelaci s lokalizaci

nadorového onemocnéni.

Vzdalené metastazy
Stromalni buriky Néador recta Nadory tl. stfeva soucet v Fadku
C20 Cc18
0-10% 4 1 5
11-100% 8 14 22
Celk. 12 15 27
p<0,76

Exprese proteinu MMP-19 ve stromalnich bunikach nekoreluji s lokalizaci nadorového

onemocnéni.



Tabulka 30. Zavislost exprese MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunck v Kkorelaci

s duplicitni a triplicitni malignitou.

Duplicitni malignity

Pocet pacienti

Nadorové bunky

Primarni nador

Pocet pacienti
s duplicitni nadory

S triplicitnimi

soucet v Fadku

nadory
0-10% 2 1 0 3
11-100% 16 8 1 25
Celk. 18 9 1 28

p<0,94

Exprese proteinu MMP-19 v apikalni vrstvé nadorovych bunék nekoreluje s duplicitni

a triplicitni malignitou.

Tabulka 31. Zavislost exprese MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék Vv Kkorelaci

s duplicitni a triplicitni malignitou.

Duplicitni malignity
Bazalni nadorové Primarni niddor | Poet pacienti Polet pacienti soucet v Fadku
buiik s duplicitni S triplicitnimi
unky nadory nadory
0-10% 4 4 1 9
11-100% 14 5 0 19
Celk. 18 9 1 28

p<0,17

Exprese proteinu MMP-19 v bazalni vrstvé nadorovych bunék nekoreluje s duplicitni

a triplicitni malignitou.

Tabulka 32. Zavislost exprese MMP-19 ve stromalnich buiikach v korelaci s duplicitni

a triplicitni malignitou.

Duplicitni malignity

Stromalni buriky Primarni nador | Pocet pacientii Pocet pacienti soucet v radku
S duplicitni S triplicitnimi
nadory nadory
0-10% 3 2 0 5
11-100% 15 7 1 23
Celk. 18 9 1 28
p<0,84

Exprese proteinu MMP-19 ve stromalnich buiikach v korelaci s duplicitni a triplicitni malignitou.



