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Souhrn

Rakovina plic se stala jednou z nejcastéjSich pii¢in umrti ve vyspélych zemich. Na jejim
vzniku se podili faktory vnéjsi i dédicné. Lécba miize byt chirurgicka, dale mize zahrnovat
radioterapii a chemoterapii. V soucasné dobé se v onkologii uplatiiuje také cilena 1é¢ba, ktera
umoziuje individualni piistup pro pacienta na zaklad¢é jeho genetické vybavy a detekce
molekularni biomarkert.

V ramci této bakalarské prace byla sledovéana exprese proteini ERCC1, K - RAS a FLNA
ve vzorcich NSCLC 35 pacient, kterym byla aplikovana neoadjuvantni chemoterapie.
Pomoci dvojstupnové imunohistochemické metody s pouzitim diaminobenzidinu jako
chromogenniho substratu byla detekovana nuklearni exprese proteini K - RAS a ERCC1
a cytoplazmaticka exprese FLNA. Statistickd analyza dat byla provedena softwarem
STATISTICA verze 2 pomoci Mann - Whitney neparametrického testu. Nebyly zjistény
zadné signifikantni korelace exprese s jednotlivymi subtypy NSCLC, stupném diferenciace,

velikosti tumoru, vyskytem metastaz v regionalnich uzlinach a vzdalenych metastaz.



Summary

Lung cancer has become one of the most common causes of death in the developed countries.
Cancerogenesis is dependent on many external factors and hereditary. The treatment may be
surgery, radiotherapy and chemotherapy. In oncology is also used target therapy, because it
allows individual treatment for pacient. It's based on finding the pacient’s genotype and
detection of molecular biomarkers.

Goal of the thesis was deal with expression of ERCC1, K - RAS and FLNA in samples of
NSCLC of thirty-five patients under the treatment of neoadvujant chemotherapy by using
two-step immunohistochemical method by using the diaminobenzidine as a chromogenic
substrate. Statistical analysis of data was performed by software STATISTICA verze 2 using
the Mann - Whitney test. There were no significant correlations in the expression of proteins
with histological subtypes of NSCLC, differentiation, tumor size, lymph node metastasis and

distant metastasis.
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1. Uvod

Nadory plic jsou nejcetnéjsi nadory postihujici dychaci soustavu. Maligni skupina
tdchto nadort, tzv. karcinomy, ma u muzi v Ceské republice prvenstvi v onkologickych
onemocnénich a u zen jejich vyskyt v poslednich letech stale stoupa. Plicni karcinomy jsou

velmi Casto diagnostikovany u lidi ve véku 50 - 65 let. (http://www.svod.cz/?sec=aktuality).

Stejné jako u vSech typi rakoviny, tak i u karcinomu plic je velmi dilezity nalez
tumoru Vv co nejrangjSim stadiu, dle néhoz se pak odviji progndza. VétSina piipad tohoto
onemocnéni je vSak kvuli nespecifickym piiznakiim diagnostikovana az v pokrocilejSich
stadiich, coz se i1 pies vyrazny medicinsky pokrok odrdzi na vysi mortality, kterd je velmi
vysoka (dle zvefejnénych informaci v roce 2008 vice nez 5600 tmrti roéné v Ceské
republice).

Karcinom plic je obvykle odvozen 1z epitelovych bunék bronchu.
Ke vzniku nadorového bujeni dochazi pti nahromadéni genetickych poruch v bunkach, které
v disledku toho ztraci kontrolu nad regulaci bunééného déleni a dochazi k jejich
nekontrolované proliferaci. Vznikajici dcetfiné buiky se postupné hromadi a vytvari
nadorovou masu.

Vysokd umrtnost pacientll je spojena s metastatickym Sifenim tumorovych bunék
z primarniho nadoru do vzdalenych mist lymfatickou nebo hematogenni cestou, kde zakladaji
dalsi, sekundarni nadory.

Pro diagnostiku, stanoveni prognézy a predikci 1écby maji v onkologii velky vyznam

biomarkery, diky nimZ je moZna personalizace 1écby.


http://www.svod.cz/?sec=aktuality

2. Soucasny stav FeSené problematiky

2.1 Nemalobunéény karcinom

Z histologického hlediska lze rozdélit karcinom plic na dva hlavni podtypy:
malobunéény (SCLC) a nemalobunéény (NSCLC) karcinom (Klein, 2006). Vice nez 80 %
vSech pfipadl rakoviny plic tvofi nemalobunéény karcinom, ktery je rozliSovéan na tii typy:
adenokarcinom, spinocelularni a velkobunéény karcinom (Wilmar et al., 2011, cit. Farhat et
Houhou, 2013).

Adenokarcinom roste pomalu, nevytvaii nadorovou masu vétSich rozméru, ale
na druhou stranu brzy metastazuje. Jeho vznik nesouvisi s koufenim pacienta.

Spinocelularni  karcinom vznika z dlazdicového metaplastického epitelu, ktery
se vytvoii po prodélaném zanétu. Déle je také spojen s koufenim a avitamin6zou A.

Velkobunéény karcinom je tvofen nediferencovanymi builkami. M4 S$patnou
prognézu a rychle metastazuje (Macak et Macakova, 2004).

Lécba karcinomu plic zdvisi na stadiu onemocnéni. U radikalné operovanych
pacientli je pomérné vysokd Sance na pétileté preziti. OvSem vzhledem k jeho agresivni
povaze zahrnuje obvykle kombinaci chirurgickych postupti, radioterapie a chemoterapie. Tyto
postupy vsak nelze aplikovat soucasné€. Pokud je radioterapie nebo chemoterapie aplikovana
ptfed operaci, je oznaovand jako induk¢ni 1é€ba, jestlize vSak nasleduje aZ po operaci, jedna
se o adjuvantni 1écbu.

NSCLC ma odlisnou citlivost naradioterapii a chemoterapii. Je pomérné
chemorezistentni, proto se pouzivaji kombinované chemoterapeutické rezimy. Mezi casto

pouzivana cytostatika patii cisplatina, karboplatina, taxany aj. (Klein, 2006).

Obrazek ¢. 1 Zakladni histologické barveni
hematoxylin - eosinem. Lepidicky
adenokarcinom. ZvétSeni 100x.



Obrazek ¢. 2 Zakladni histologické barveni Obrazek ¢. 3 Zakladni histologické barveni

hematoxylin - eosinem. Spinocelularni hematoxylin - eosinem. Velkobunéény
karcinom. Zvétseni 100x. karcinom. Zvétseni 100x.
2.2 Lékova rezistence

Jednou z nejéastéjSich pficin neaspésnosti 1écby rakoviny je vyskyt lékové
rezistence. Jedna se o schopnost nadorovych bunék odolavat ucinku chemoterapeutik
(Ambudkar, et al., 1999, nalezeno v: Miri et Mehdipour, 2008). Ztrata citlivosti se nemusi
tykat pouze jednoho 1éciva, ale i dalSich, obvykle strukturné podobnych latek. Takovou
rezistenci pak nazyvame zkiizenou (Biedler, et al., 1970, nalezeno v: Noskova et al., 2000a).

Jestlize se vSak jednd o odolnost k latkdm s odliSnou strukturou i mechanismem
u¢inku, mluvime o tzv. mnohoCetné 1ékové rezistenci (multidrug resistance - MDR)
(Liscovitch et al., 2002, van Zuylen, et al., 2000, nalezeno v: Miri, et Mehdipour, 2008), ktera
se rozdéluje na dva typy. Prvnim typem je stav, kdy buriky jsou vuéi 1é¢iviim necitlivé jiz pti
prvni 1é€bé a oznacuje se jako vnitini rezistence. Druhym typem je pak ziskana, kdy buiky
ztraci citlivost po relapsu (Bates, et al., 1996, Liscovitch et al., 2002, nalezeno v: Miri et
Mehdipour, 2008).

Ackoliv mechanismy MDR jsou komplexni, mohou byt rozdéleny do nékolika
skupin. Jednou z nejbéznéjsich klasifikaci je rozdéleni MDR na klasickou a atypickou
(Teodori, et al., 2002, nalezeno v: Miri et Mehdipour, 2008).

2.2.1 Klasicka mnohocetna lékova rezistence
Klasicka MDR je spojena s funkci P - glykoproteinu (Pgp) (Zaman et al., 1994).
Tento monomerni transmembranovy protein tvoii 1280 aminokyselin. Jeho N- a C- konec

obsahuje dvanact transmembranovych a - helixti oddélenych extracelularnimi, hydrofilnimi


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Teodori%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12058813

smyckami. V cytosolu se nachazeji dvé domény vazajici nukleotidy, kde probihd hydrolyza
ATP. Energie ziskana touto reakci je vyuzivana pro transport latek pfes membranu. ATP
vazebné misto je charakteristické pro skupinu ABC (ATP Binding Cassette) transporteru,
kam tedy patii i P - glykoprotein (Dean, et al., 2001, nalezeno v: Pechandova et al., 2006).
Na rozdil od ostatnich ptfenasect, Pgp vaze strukturné i funkéné odlisné latky, coz mu
umoznuje interagovat s velkym mnozstvim substrat, které jsou obvykle hydrofobni nebo
amfifilni povahy s planarnim uspoiadanim.

Vzhledem ke své transportni funkci méa P - glykoprotein vyznamnou roli v ochrané
organismu, protoze zabranuje vstupu xenobiotik do bun¢k a zajist'uje jejich eliminaci. Tato
funkce je vsak jednim ze zakladnich mechanismt vzniku mnohocetné 1€¢kové rezistence (Sun,

et al., 2004, nalezeno v: Pechandova et al., 2006).

2.2.2 Atypicka mnohocetna lékova rezistence

O atypické mnohocetné¢ Iékové rezistenci (at - MDR) mluvime tehdy, kdyz
se zakladnich mechanismi rezistence netGcéastni Pgp a od typické se lisi piedevSim tim,
ze nezahrnuje rezistenci na Vinca alkaloidy (Di Marco et al., 1977, Owellen et al., 1977,
Skovsgaard, 1977, nalezeno v: Noskova et al., 2000a).

Ukazalo se, ze at - MDR souvisi S DNA topoizomerazami (Noskova et al., 2000b).
Jedna se o skupinu enzymi, které méni topologii molekuly DNA. Lze je rozd¢lit na dvé
hlavni téidy - typ | a typ Il (Wang, 1996, nalezeno v: Rasheed et Rubin, 2003).
Topoizomerazy II maji dilezitou funkci pii replikaci DNA, kondenzaci a segregaci
chromozomu (Liu, 1989, nalezeno v: Thakur, 2011). U savct se topoizomeraza II vyskytuje
ve dvou izoformach: aa B (Wang, 1996, nalezeno v: Rasheed et Rubin, 2003).

Exprese genu TopoZ o je inhibovana tumorovym supresorem p53. Ztrata wt p53
zpusobuje neregulovanou expresi Topo2 a. V duasledku toho dochazi k chromozomovym
piestavbam a zvySeni bunééné proliferace, coz muze vést ke vzniku nadorovych bun¢k (Wang
et al. 1997).

Cytotoxicky uc¢inek inhibitori topoizomerdz zévisi na mnozstvi molekul téchto
enzymu (Noskova et al., 2000b), proto je vznik rezistence na inhibitory zalozen na jejich
snizené akumulaci v buiikach a dale jejich snizené aktivité a expresi (Ohta et al., 1993,
nalezeno v: Skarda et al., 2000).

Dalsi typy at - MDR jsou spojené s expresi metabolickych enzymi jako napf.
glutathion-S-transferazy a cytochrom P4so dependentni oxidazy (Miri et Mehdipour, 2008).
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Glutathion-S-transferazy (GSTs) jsou dilezitou rodinou detoxika¢nich enzymd, které
katalyzuji konjugaci elektrofilnich latek s nukleofilnimi molekulami glutathionu
a nonselendependentni redukci organickych hydroperoxidia (Hayes et al., 1995, Tew, 1994,
nalezeno v: Beaummont et al., 1998). V lidském organismu existuje Sest tiid GSTs: a, u, 7, 6,
o a & (Ketterer, 2001, Salinas et al., 1999, Townsend et al., 2003, nalezeno v: Depeille et al.,
2004).

Konjugaci elektrofilnich molekul se snizuje jejich reaktivita a vzniklé konjugaty
jsou tedy pro bunky méné toxické. Zaroven je konjugace s glutathionem spojena s ochranou
nadorovych bungk pred elektrofilnimi antineoplastickymi ¢inidly (Schisselbauer et al., 1990,
nalezeno v: Depeille et al., 2004), které se pouzivaji diky svému cytotoxickému ucinku pfi
1é¢bé malignich nadort (Kivisto et al., 1995, nalezeno v: Riddick et al., 2005).

Cytochrom P450 (CYP450) je nadrodina enzymut nezbytnych pro detoxikaci raznych
chemickych latek a metabolismus 1é¢iv. Ackoliv tato skupina zahrnuje vice nez padesat
enzymu, pouze Sest z nich metabolizuje az 90 % 1éc¢iv (Slaughter et al., 1995, Wilkinson,
2005, nalezeno v: Lynch et Price, 2007). U ¢loveka se vyskytuji v jatrech, méné pak v plicich,
ledvinach a v placenté (Slaughter et al., 1995, nalezeno v: Lynch et Price, 2007).

Pii metabolismu 1é¢iv dochazi k chemické reakci molekuly 1é¢iva s aktivovanym
kyslikem. Aktivace kysliku je umoznéna diky zplisobu vazby mezi molekulou kysliku
a bilkovinnou slozkou P450, ¢imz se cytochromy P450 lisi napt. od hemoglobinu, kde
je kyslik vazan na zelezo (Zuber et al., 2002, nalezeno v: Kousalova et al., 2003).

Metabolismus 1é¢iv prostiednictvim P450 vykazuje genetickou variabilitu
(polymorfismus), ktera ovliviiuje reakci pacienta na konkrétni 1é¢ivo (Weinshilboum, 2003,
nalezeno v: Lynch et Price, 2007). Odlisna odpoveéd’ byla pozorovana i mezi pacienty rizného
etnického pivodu (Bradford, 2002, Phillips et al., 2001, nalezeno v: Lynch et Price, 2007).

At - MDR je také spojena s proteiny multidrug resistance associated protein (MRP)
alung resistance related protein (LRP) (Di Marco et al., 1977, Owellen et al., 1977,
Skovsgaard, 1977, nalezeno v: Noskova et al., 2000b).

MRP protein patii do nadrodiny ABC transmembranovych pifenasecu stejné jako
P - glykoprotein (Cole et al., 1992, Higgins, 1992, nalezeno v: Gao et al., 1998).

MRP je tvofen 1531 aminokyselinami a jeho molekulova hmotnost je 171 kDa
(Cole et al., 1992, 1993, nalezeno v: Cole et Deeley, 1998). Pusobi jako primarni aktivni
transportér Siroké fady konjugatti, z nichz nékteré jsou potencialni fyziologické latky (Loe et
al., 1996, nalezeno v: Gao et al., 1998).
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Tento protein je schopny snizovat akumulaci 1é¢iv v buikach poklesem permeability
jejich cytoplazmatické membrany, a tudiz mize byt pfic¢inou rezistence na fadu hydrofobnich
1é¢iv (Zaman et al., 1994).

Dosud bylo identifikovano Sest MRP proteinti, ovS§em pouze MRP 1 je spojen
s Iékovou rezistenci (Arceci, 1993, nalezeno v: Noskova et al., 2000b).

MRP zvySuje odolnost bunék vici chemoterapeutickym latkdm zahrnujici
epipodophyllotoxiny, Vinca alkaloidy a né€které anthracykliny (Cole et al., 1994, Grant et al.,
1994, Kruh et al., 1994, Zaman et al., 1994, nalezeno v: Gao et al., 1998).

LRP byl objeven v bunééné linii NSCLC a byl identifikovan jako lidsky ,,major vault
protein (MVP) (Scheper et al., 1993, Scheffer et al., 1995, nalezeno v: Rybarova et al.,
2003). ,,Vaults* jsou ribonukleoproteinové ¢astice obsahujici nejméné dva proteiny, molekulu
malé RNA a ,,major vault protein“ (Kedersha et al., 1990, nalezeno v: Dalton et Scheper,
1999).

Jejich molekulova hmotnost je 110 kDa (Scheffer et al., 1995, Zurita et al., 2003,
nalezeno v: Krishnakumar et al., 2004) a jsou tvoreny 893 aminokyselinami
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/NP_005106.2).

»Vaults“ jsou piitomné v komplexech jadernych péra a podileji se na obousmérném
transportu latek mezi cytoplazmou a jadrem (Scheffer et al., 1995, nalezeno v: Tsuji et al.,
2012). LRP je fyziologicky exprimovan v epitelu tlustého stfeva, plicnim epitelu,
v proximalnim tubulu ledvin, kafe nadledvin a v makrofazich (lzquierdo et al., 1996,
nalezeno v: Elsawy et al., 2002).

Dle Kitazona et al. (Kitazono et al., 1999, nalezeno v: Elsawy et al., 2002) je exprese
LRP v nadorovych bunkach spojena s rezistenci k doxorubicinu, vincristinu, paclitaxelu a ke

gramidicinu D (lzquierdo et al., 1996, nalezeno v: Elsawy et al., 2002).

2.3 Reparacni mechanizmy opravy DNA

Protoze je DNA neustale vystavena ptusobeni skodlivych exogennich i endogennich
faktort, jsou mechanismy oprav DNA kli¢ové pro zachovani stability genomu. Jestlize neni
vznikla chyba v molekule DNA opravena, mize vést ke vzniku mutaci somatickych nebo
zarode¢nych bungk, které méni jejich bunéény fenotyp a jsou proto pii¢inou mnoha dysfunkci

a raznych onemocnéni.
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2.3.1 Mismatch repair

Mechanisml zaméfenych na opravu poskozené DNA je nekolik. Patii sem napf.
oprava chybného parovani fizena methylaci (mismatch repair), kterd zajiStuje reparaci
poskozeni vzniklého béhem replikace, ¢imz zamezi tomu, aby se mutace staly pii déleni
bunék trvalymi (Kolodner et al., 1999, Kunkel et al., 2005, Modrich et al., 1996, nalezeno v:
Li, 2008).

Mismatch repair (MMR) iniciuje MutS protein vyskytujici se ve dvou formach:
hMutSa a hMutSB. Izoforma hMutSa rozpoznava chybné parovani bazi a kratké delece
a inzerce. hMutSp je schopné detekovat rozsahlejsi chyby na vlakné DNA. Jakmile se MutS
navaze na poskozené¢ misto DNA, pfipoji se k tomuto komplexu hMutLa, ktery ma
ATPasovou aktivitu a poruchy jeji funkce inaktivuji mechanismus MMR (Zhang et al., 2005,
nalezeno v: Li, 2008). Dale bylo prokazano, ze ma také endonukleazovou aktivitu, ktera je
dependenni na ptitomnosti PCNA/replikacnim faktoru C (RFC). hMutLa vytvofi zafez ve
sméru od 5" konce k chybné zafazenému paru a exonukleaza I pak od tohoto zaiezu vystépuje
jednotlivé nukleotidy za odstranéni chyby (Kadyrov et al., 2006, nalezeno v: Li, 2008). Nové
vlakno je syntetizovano prostfednictvim polymerazy 6 (Longley et al., 1997, nalezeno v:
Christmann et al., 2003).

U Escherichia coli rozpoznava opravny systém chybné vloZenou bazi na zakladé
ptedpokladu, Ze v matricovém fetézci DNA je spravna baze a v replikovaném ne. Matricovy
fetézec je identifikovan na zéklad€ pfitomnosti methylovaného adeninu v sekvencich GATC.
(Ban et Yang, 1998, Lee et al., 2005, nalezeno v: Li, 2008) Uloha hemi-methylované
sekvence jako signalniho mista neni u ¢lovéka zachovana. Mechanismus iniciace tedy neni
zcela objasnén, nicméné nedavna studie ukazala, Zze za vazbu hMutSo k chromatinu je

zodpovédny trimethylovany histidin H3K36 (Li, 2013).

2.3.2 Nukleotidova excizni oprava

Mechanismus nukleotidové excizni opravy (NER) odstranuje poskozeni, ktera
vznikla psobenim UV zafeni jako napt. cyklobutanové pyrimidinové dimery (CPDs).
Opravuje také rozsdhlejsi 1éze indukované chemickymi mutageny nebo chemoterapeutiky
(Reardon et al., 2005, Sancar, 1996, Wood, 1997, nalezeno v: Hu et al., 2013).

Rozpoznani mista l1éze je zabezpeceno komplexy XPC - HR23B a RPA - XPA (Hey
et al., 2002, nalezeno v: Christmann et al., 2003). Dalsim faktorem dtlezitym pro rozpoznani
poskozeni je protein DDB (damage DNA binding protein) (Tang et al., 2002, nalezeno v:

Christmann et al., 2003), ktery ma vysokou afinitu k 1ézim zptisobenych UV zafenim (Hwang
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et al., 1999, nalezeno v: Christmann et al., 2003). Po rozpoznani poskozeného mista dojde k
uvolnéni transkripéniho faktoru TFIIH (Yokoi et al., 2000, nalezeno v: Christmann et al.,
2003), jehoz podjednotky XPB a XPD maji helikazovou aktivitu a zajisti rozvolnéni molekuly
DNA (Schaeffer et al., 1993, 1994, nalezeno v: Christmann et al., 2003).

Otevieny komplex je stabilizovan proteinem RPA, ktery se mimo to podili
I na umisténi XPG a ERCC1 - XPF endonukleaz, jez jsou zodpovédné za vystiizeni chybného
useku DNA (de Laat et al., 1999). Poslednim krokem této reparace je opravna syntéza
chybéjiciho useku, coz zajistuje DNA polymeraza 6 nebo €. Cely proces je ukoncen ligaci

DNA fetézce (de Boer et Hoeijmarkers, 2000).

2.3.3 Bazova excizni oprava

Béazova excizni oprava (BER) zajiStuje odstranéni poSkozenych bazi, které jsou
zpuisobeny napt. methylaénimi, oxida¢nimi Cinidly a také spontannim vznikem apurinovych
nebo apyrimidinové mist (AP mist) (Lindahl, 2000, Wilson et al., 1997, nalezeno v:
Sukhanova et al., 2005).

Mechanismus BER je =zahdjen enzymem DNA glykosiddzou, kterd Stépi
N-glykosidické vazby mezi bazi a deoxyrib6zou, ¢imz se vytvoii na molekule AP - mista
(Klungland et al., 1995, nalezeno v: Olsen et al., 2001). Dale nasleduje hydrolytické Stépeni
fosfodiesterovych vazeb prostiednictvim AP endonukleazy od 5° konce k AP mistu (Wilson
et al., 2001, nalezeno v: Sukhanova et al., 2005). Vznikla mezera je ohrani¢ena na 3’ konci
hydroxylovym zbytkem a na 5" konci deoxyribozafosfatovou skupinou (Beard et al., 2006,
nalezeno v: Liu et Wilson., 2012). DNA polymeraza P, ktera ma také lyazovou aktivitu
kdeoxyribozafosfatové skupiné (dRP), zajisti vloZeni chybéjiciho nukleotidu. Celou opravu
zakoncuje DNA ligdza spojenim vldkna DNA. Tento mechanismus zajiStuje nahrazeni
jednoho nukleotidu a je znamy jako single patch. Jestlize je 5° konec odolny vuc¢i dRP
lyazové aktivité, polymeraza je schopna posunout syntézu a vytvofit ,,zalozku* (flap), kterou
pak vystiihne endonukleaza FEN - 1 a mezery jsou opét zaceleny DNA ligazou. Tento zptisob
opravy se nazyva long patch (Liu et al., 2010, nalezeno v: Karahalil et al., 2010).

2.3.4 Homologni rekombinace
Homologni rekombinace (HR) je opravny proces rtiznych potencialné letalnich 1ézi,
jako jsou napf. kiizové vazby mezi fetézci DNA, mezery a dvouvldknové zlomy (Li et

Wilson, 2008).
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Kli¢ovym proteinem tohoto procesu je Rad51, ktery je dalezity pro vSechny tfi faze
HR: presynaptickou, synaptickou, a postsynaptickou (Sung et al., 2003, nalezeno v: Krejci et
al., 2012). Rad51 se vaze na ssDNA za vzniku Rad51 - ssDNA filamentu (presynapticky
filament) (Ogawa et al., 1993, nalezeno v: Krejci et al., 2012). Navazany protein
na jednovldknové DNA usnadiiuje béhem synaptické faze jeji spojeni s homolognim
duplexem za vzniku heteroduplexu DNA. Béhem postsynaptické faze, kdy je DNA
syntetizovana, je jako primer vyuzit 3" konec piivodné jednovlaknové DNA. Po syntéze DNA
a ligaci se vytvari dva Holidayovy spoje (dHJ) (Szostak, et al., 1983, nalezeno v: Krejci et al.,
2012), které jsou pak rozvolnény za tvorby crossingover nebo noncrossingover produkti.

(Nassif et al., 1994, nalezeno v: Krejci et al., 2012).

2.4 ERCC1
Gen kodujici protein ERCC1 (excision repair cross-complementing rodent repair
deficiency, complementation group 1) je lokalizovan na dlouhém raménku 19. chromozomu

v pozici 13. 32 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2067).

Koduje enzym dullezity pro nukleotidovou excizni opravu, ktera rozpoznava
a opravuje adukty DNA zpusobené cisplatinou (Mu et al., 1996, Sancar, 1994, Zamble et al.,
1996, nalezeno v: Olaussen et al., 2006).

Daéle hraje vyznamnou roli v opravé kiizovych vazeb mezi vlakny molekuly DNA
a v rekombinaénich procesech (Niedernhofer et al., 2004, Sargent et al., 2000, de Silva et al.,
2000, nalezeno v: Olaussen et al., 2006).

Pti studiu prognostické role ERCC1 u pacienti s NSCLC bylo zjisténo, ze jeho
nizka exprese je spojena s del$im pfezitim pacientt, ktefi byli 1é¢eni chemoterapii S obsahem
cisplatiny (Wei et al., 2000). Na druhou stranu jiné studie naznacuji, Ze pacienti s ERCC1
pozitivnimi nadory zili déle nez pacienti s ERCC1 negativnimi nadory (Zheng et al., 2007).

Ke zvySeni citlivosti nadorovych bun€k na cisplatinu mohou ptispét 1 dalsi faktory
(napt. tolerance k poskozeni DNA). Klinicky vyznam téchto faktori mulze zaviset
na podavané davce cisplatiny, jeji kombinaci s jinymi 1é¢ivy, nasledné radioterapii a dalsich
aspektech 1écby. V duisledku toho nelze vytvofit obecné prohlaSeni, které by se tykalo vlivu

exprese ERCC1 na vysledek 1é¢ebnych rezimt NSCLC (Olaussen et al., 2006).
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2.5 K- RAS
Gen kodujici protein K - RAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)
je lokalizovan na kratkém raménku 12. chromozomu v pozici 12. 1 a patii do nadrodiny RAS

onkogent (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/3845).

RAS geny, stejné jako mnoho onkogentd, byly objeveny pfi studiich retrovirh
u zvirat. Predmétem vyzkumu se staly na zacatku roku 1960, kdyz bylo zjisténo, ze virus
zpusobujici leukémii u hlodavcu vedl i ke vzniku sarkomi (Harvey, 1964, nalezeno v: Riely
et al., 2009). Pozdé&ji byl identifikovan dalsi virus s podobnymi vlastnostmi (Kirsten et al.,
1967, nalezeno v: Riely et al., 2009). Tyto dva retroviry (rat sarcoma - ras) byly
pojmenovany podle jejich objeviteld H - RAS a K - RAS (Harvey and Kirsten). Pozdéji bylo
zjisténo, Ze nesou sekvence odvozené od potkaniho genomu (Ellis et al., 1981, nalezeno v:
Riely et al., 2009). Homology téchto gent byly nalezeny i v lidské nadorové linii (Goldfarb et
al., 1982, Pulciani et al., 1982, Shih et al., 1981, nalezeno v: Riely et al., 2009).

Dnes vime, ze RAS geny koduji rodinu guanosintrifosfat vazebnych proteinti, které
reguluji rust, diferenciaci a apoptozu bunék (Downward, 1998, Shields et al., 2000, Vojtek
et al., 1998, nalezeno v: Riely et al., 2009).

RAS proteiny mohou ziskat transformacéni potencial v dusledku bodové mutace
v kodonu 12, 13 nebo 61 a naslednou zaménou nékteré z aminokyselin (Bos, 1989, nalezeno
v: Riely et al., 2009). Tyto mutace narusuji GTPazovou aktivitu RAS proteint, coz vede ke
vzniku rezistence vici jejich inhibitorim a dochazi k nahromadéni RAS proteint v aktivnim
stavu, ktery udrzuje RAS signalizaci (Trahey et al., 1987, nalezeno v: Karachaliou et al.,
2013).

RAS mutace se vyskytuji pfiblizné ve tieting lidskych malignit (Bos, 1989, nalezeno
v: Riely et al., 2009), z toho K - RAS v plicnim adenokarcinomu patii mezi nejcastéjsi a az
v 97 % se u NSCLC jedna o mutaci v kodonu 12 nebo 13 (Forbes et al., 2006, nalezeno v:
Riely et al., 2009). Dale se ukazalo, ze frekvence K - RAS mutaci se 1isi v zavislosti na
etnické skuping, napt. u Afroameri¢ani byl zaznamenan jejich Castéjsi vyskyt nez u bélochi
(Hunt et al., 2002).

Pfi studiich vztahu mutaci K - RAS a koufeni pacientli byla zjiSténa u byvalych
kuraki 1 stale kouficich transverzni mutace G — T nebo G — C. U pacientt, kteti nikdy
nekoufili pak G — A. Z téchto udaju vyplyva, Ze nékteré K - RAS mutace jsou spojeny

s koufenim a jiné se vyskytuji pouze u nekuraku (Riely et al., 2009).
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2.6 FLNA
Gen, ktery koduje filamin A (FLNA) se nachdzi na chromozomu X v pozici 28

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/2316). Protein vytvaii homodimery a stejné jako ostatni

filaminy vaze mezi sebou aktinova filamenta do dynamické trojrozmérné struktury
(van der Flier et al., 2001, Gorlin et al., 1990, Stossel et al., 2001, nalezeno v: Jiang et al.,
2013).

U savcu se vyskytuji jeho tii izoformy: A, B a C (Hartwig et al., 1975, Wang et al.,
1975, nalezeno v: Feng et Walsh, 2004).

Polypeptidovy fetézec filaminu se skladd z N- koncové domény, na niz se vaze aktin
(ABD - actin binding domain), dale z domény tvotfené 24 antiparalelnimi f listy a smyckami,
které slouzi jako zavésné struktury (Gorlin et al., 1990, Weihing, 1988, nalezeno v: Feng et
Walsh, 2004).

Dimerizaci molekuly pies C- koncovou doménu dojde K vytvofeni struktury ve tvaru
Y se dvéma N- koncovymi doménami, které slouzi k propojovani aktinovych filament (Zhou
et al., 2010, nalezeno v: Deng et al., 2012).

Bylo prokazano, Ze filaminy jsou nezbytné pro vyvoj ¢lovéka. Mutace izoforem A a B
zpusobuji napt. poruchy vyvoje mozku, kosti a kardiovaskularniho systému (Eksioglu et al.,
1996, Huttenlocher et al., 1994, nalezeno v: Feng et Walsh, 2004).

Dalsim dualezitym zjiSténim je, Ze buiiky s nizsi expresi FLNA jsou citlivéjsi na 1é€bu
ionizujicim zafenim, bleomycinem a cisplatinou, které se pouzivaji k 1é€bé nadorti, protoZe
zpusobuji jednovlaknové nebo dvouvlaknové zlomy molekuly DNA (Yue et al., 2012,

nalezeno v: Jiang et al., 2013).

2.7 Vzdalené metastazy

Zakladani metastaz je poslednim stupném progrese neoplastickych utvara a je vedle
lékové rezistence hlavni pfi¢inou umrti pacientd. Sklon primarniho nddoru vytvaret
sekundarni 1éze se 0znacuje jako metastaticky potencial (Sporn, 1996, nalezeno v: Winnard et
al., 2008).

K tomu, aby se nadorové buiiky uspésné zaclenily do sekundarniho mista je nutné,
aby se oddélily z primarniho nadoru, pronikly okolnimi tkanémi a skrze bazalni membrany
cév vnikly do krevniho ob&hu, lymfatického systému nebo peritonea a zachytily se v cilovém
organu (Al - Mehdi et al., 2000, nalezeno v: Hunter et al., 2008). V sekundarnim misté musi
nadorova bunka indukovat angiogenesi a nesmi byt odhalena imunitnim systémem (Liotta et

al., 1993, nalezeno v: Hunter et al., 2008).
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Uplné pochopeni biologické a patologické podstaty metastazovani chybi, a proto
bylo zformulovano nékolik modelt k pochopeni slozité metastatické kaskady. Nejvice
uznavanym je Nowellav progresivni model (Nowell, 1976, nalezeno v: Hunter et al., 2008),
ktery predpoklada tvorbu mnoha mutaci v subpopulaci priméarniho nadoru, coz vede ke vzniku
malych bunéénych frakci s metastatickym potencialem (Fidler et al., 1977b, nalezeno v:
Hunter et al., 2008).

Massague se svym tymem (Kang et al., 2003, Minn et al., 2005a, Minn et al., 2005b,
nalezeno v: Hunter et al., 2008) prokazal existenci riznych subpopulaci bun¢k se specifickou
expresi gend, ktera je predisponuje k metastazovani do cilovych orgéant, pravdépodobné
vytvofenim somatické zmény (Kauffman et al., 2003, Steeg, 2003, nalezeno v: Hunter et al.,
2008).

Rozdilné typy nadorii se 1i§i svym metastatickym potencidlem. Nékteré nadory jsou
velmi agresivni a Cetné zakladaji metastazy, napf. malobunéény karcinom plic. Jiné naopak
metastazuji vzacné (Al - Hajj et al., 2003, Dexter et al., 1978, Fidler, 1970, 1973, 1976,
1977a, 1977b, Glaves et al., 1989, Poste et al., 1982a, Poste et al., 1982b, Raz et al., 1980,
nalezeno v: Winnard et al., 2008).

U pacientii s diagnézou rakoviny plic je metastazemi nejcastéji zasazen mozek, jatra,
nadledviny a kosti (Hillers et al., 1994, nalezeno v: Kim et al., 2009). Mira metastazovani do
mozku se 1isi u jednotlivych histologickych subtypt nadort. Studie ukazaly, ze az polovina
pacientd, u nichz byl diagnostikovanan malobunéény nebo nemalobunéény karcinom plic, jiz
metastaze v mozku ma (Castrucci et al., 2008, nalezeno v: Whitsett et al., 2003).

K popisu nadorového §ifeni se mezinarodné pouziva TNM klasifikace (tumor - node
- metastasis). T popisuje velikost a rozsiteni primarniho nadoru, N rozsah metastaz v okolnich
lymfatickych uzlinach a M pfitomnost nebo absenci intrathorakalnich nebo vzdélenych
metastaz. Tento klasifika¢ni systém je dilezity pro stanoveni progndzy, naplanovani léchy
a také pro zhodnoceni jejich vysledku (Watanabe, 2003, nalezeno v: UyBico et al., 2010).

Bylo zjiSténo, Ze filamin A chrani buiku pfed mechanickym namdhanim, které
se muze podilet na zakladani metastaz (Glogauer et al., 1998, nalezeno v: Jiang et al., 2013).
Dale také interaguje s fadou proteind, které jsou spojeny se tvorbou metastdz, napt. integriny
a malé GTPazy (Byfield et al., 2009, nalezeno v: Jiang et al., 2013).

Ptredpoklada se, Ze vzhledem k bunécné funkci filaminu jsou nadorové bunky s jeho
deficienci vice invazivni a mobilni. Nicmén¢ je také mozné, Ze i jeho urcita hladina exprese
muze podporovat nadorové bunky k metastdzovani. Tuto myslenku potvrzuje vysledek

proteomické studie, ktera zjistila, ze vysokd exprese FLNA souvisi s metastatickym
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potencialem bunék hepatocelularniho karcinomu (Ai et al., 2011, nalezeno v: Yue et al.,
2013). Také studie na bezsrstych mysich ukazaly, Ze inhibice exprese filaminu A redukuje
migraci a invazi nadorovych bun¢k. Dale u rakoviny prsu je jeho nizka exprese spojena
s mén¢ Castym vyskytem vzdalenych metastaz.

Tato zjisténi naznacuji, ze filamin A je dulezitym biomarkerem tvorby metastaz
a muze byt pouzit i pro jejich inhibici (Jiang et al., 2013).

Také bylo pozorovano, ze knockout FInA vedl k vyrazné redukci onkogennich
vlastnosti K - RAS, zahrnujici napi. vznik plicnich nadort (Nallapalli et al., 2012, nalezeno v:
Yue et al., 2013).

K - RAS mutace jsou spojeny s pokro€ilym nadorovym progresem (Ahrendt et al.,
2001, Eberhard et al., 2005, nalezeno v: Munfus - McCray et al., 2011). Nékolik studii
potvrdilo variabilitu K - RAS mutaci mezi primarnim tumorem a metastatickymi 1ézemi
NSCLC (Badalian et al., 2007, Cortot et al., 2010, Eichler et al., 2010, Matsumoto et al.,
2006, Porta et al., 2011, nalezeno v: Munfus - McCray et al., 2011).

Pii srovnani délky zivota pacientl, u nichz doslo v K - RAS genu Kk substituci
aminokyselin, se ukézalo, Ze zdména hydrofilni asparagové kyseliny a argininu vyrazné
snizuje dobu pfezivani, ve srovnani s t€émi pacienty, jejichz K - RAS obsahuje wild type
(nemutovanou formu) glycinu nebo substituci hydrofobni aminokyseliny (Hunt et al., 2002).

Vyznam K - RAS jako nezavislého prognostického faktoru u NSCLC nepotvrdila
zatim zadna z dosud provedenych studii (Riely et al., 2009).

Nékolik vyzkumnych skupin zjist'ovalo vliv mutaci na ¢etnost recidiv a délku preziti
pacientt. Bohuzel vzhledem k rliznym stadiim nadord a riznym histologickym subtypim
bylo obtizné interpretovat vysledky.

Dalsi studie se tykaly mutace K - RAS jako biologického markeru odpovédi na 1écbu
cilenou proti EGFR (epidermal growth factor receptor). Prokazalo se, Ze plicni
adenokarcinomy s mutaci K - RAS jsou rezistentni vuci terapii erlotinibem (Eberhard et al.,
2005), coz je reverzibilni tyrosinkinazovy inhibitor EGFR (EGFR - TKI) (Arora et Scholar,
2005).

U pacientl s plicnim adenokarcinomem byla zjisténa rozdilnd exprese ERCCI1
V primarnim a sekundarnim tumoru (Zhang, et al., 2012).

Dalsi studie také prokazala, ze pacienti s nizkou expresi tohoto proteinu ve stadiich
I - 11l NSCLC, ktefi byli 1éceni adjuvantni chemoterapii na bazi cisplatiny, méli pozdé&jsi
progresi nez ti, jejichz ERCC1 exprese byla vysoka (Olaussen et al., 2006, nalezeno v: Das et
al., 2012).
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Gandara se svym tymem zjistil, Ze u pacient s mutaci EGFR dochazi K nizsi expresi
ERCC1 (Besse et al., 2013, Hubner et al., 2011, nalezeno v: Yamashita et al., 2013). V dalsi
studii byla u pacientii s NSCLC sledovana délka obdobi, kdy doslo k rozvoji metastaz.
U ERCCI negativnich pacientt s deleci exonu 19 doslo k metastazovani nadoru pozdéji nez
U ostatnich pacienti. (Yamashita et al., 2013). Nékteré studie také ukazaly, Ze tito pacienti
jsou citlivéjsi na 1écbu EGFR - TKIs (Riely et al., 2006, Jackman et al., 2006, nalezeno v:
Yamashita et al., 2013).

Také byla zjisténa korelace mezi expresi cytokeratinu (CK), ktery je markerem pro
identifikaci CTCs (cirkulujici nddorové buiiky), a ERCC1. CTCs s nizkou expresi CK jsou
spojené s pozd¢jsi progresi. Nicmén¢ tuto informaci je nutné oveéfit pii rozsahlejsi studii (Das

etal., 2012).
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Cile prace

Imunohistochemické stanoveni exprese proteinit ERCC1, FLNA a muta¢niho statusu
K - RAS ve vzorcich nemalobunécéného karcinomu plic.
Korelace exprese vybranych proteint s vyskytem vzdalenych metastaz, histologickymi

subtypy plicnich karcinomi, intervalem bezpfiznakového obdobi a celkovym piezitim.

21



4, Material a metodika

4.1  Biologicky material

Donorové bloky se vzorky nemalobunééného karcinomu.

4.2  Chemikalie a pouZité roztoky

Xylen, ethanol (70%, 80%, 96%), citratovy pufr, 5% roztok peroxidu vodiku, aceton, 0,5mol/l
Tris pufr, Tris pufr + Tween (1 1 Tris pufru smichat s 500 ul Tweenu), hematoxylin,
3,3 diaminobenzidin (DAB), destilovana voda, bezvodé médium Entellan, amoniak, primarni
protilatka ERCC1 (ABCAM, 8A561), K - RAS (ABCAM, kat. & 32185), FLNA (SANTA -
CRUZ, kat. ¢. 32881), sekundarni protilatka (Dako EnVision + Dual Link System - HRP) kat.
¢. K4061.

Piiprava pouzitych roztokii:

Citratovy pufr - 9 ml roztoku 10mmol/l kyseliny citronové smichat s 41 ml roztoku 10mmol/l
dihydratu citronanu sodného a do objemu 500 ml doplnit destilovanou vodou, zkontrolovat
pH na 6,0 - 6,2.

Roztok 5% peroxidu vodiku - 15 ml 30% roztoku peroxidu vodiku smichat s 75 ml
destilované vody.

Zasobni roztok 10x Tris pufru - 61 g Tris rozpustit v 1 | destilované vody, pfipadné upravit
pH na hodnotu 7,6.

Roztok 0,5 mmol/l Tris pufru - 900 ml fyziologického roztoku smichat se 100 ml 10x
koncentrovaného Tris puftu.

Roztok 0,05 mol/l Tris pufru s 0,05% Tween - 1 | Tris smichat s 500 pl Tween.
3,3’-diaminobenzidin (DAB) - smichat 1 ml SUBRS BUFFER s 20 ul DAB chromogenu.

Cpavkova voda - 5 ml amoniaku smichat se 100 ml destilované vody.

4.3 Piistroje a vybaveni laboratore

Mikrovinna trouba (HISTOS PRO RAPID MICROWAVE HISTOPROCESSOR), digestot
(Merci R3.33MF 10 - 3 MF 10 - 4), chladnicka (ARDO GL34), mikroskop (Olympus CH
40RF200), pH metr (Orion 3 - star pH Benchtop), digitalni ¢asova¢ (Roth TR118), michacka
(MR Hei - Standard), laboratorni vahy (RADWAG PS 2100/C/2), ptistroj pro tkanovou array
(Galileo TMA CK 3500), automaticky barvici piistroj (AUTOSTAINER - Ventana
Benchmark), automatické pipety (100 - 1000 pl) a $picky, sklenéné kyvety, autoklavovatelné
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lahve, odmérmé valce, nalevky, odpadni nadoba, buniCina, pozitivné nabita podlozni skla,

kryci skla, vlhka komdrka, 1,5ml mikrozkumavky, ochranné rukavice, fix Elite Pap Pen.

4.4 Tvorba TMA blokiu

K tvorbé TMA blokl pomoci piistroje pro tkanovou array byly pouzity vzorky
nemalobunééného karcinomu plic zalité v parafinu. Z jednoho donorového bloku byly
odebrany a umistény do recipientniho bloku dva vzorky nadorové a jeden vzorek zdravé
plicni tkan€ pomoci duté jehly (4 mm). Pro spravnou orientaci TMA bloku zde byly umistény

I vzorky dvou kontrolnich tkani.

4.5 Imunohistochemicka metoda

Prvnim krokem imunoperoxidazové metody bylo nakrajeni tkan€é na mikrotomu.
Ziskané fezy byly pfemistény na vodni hladinu k napinani a poté ptichyceny na plusové sklo
potazené poly-L-lysinem. Poté byly fezy inkubovany pii teploté¢ 56 °C v termostatu
do druhého dne.

Nakrajeni fezi a jejich nasledné napinani provedly laborantky Ustavu klinické
a molekularni patologie.

Po inkubaci nasledovalo odparafinovani jednotlivych fezl tim zptisobem, ze sklicka
byla umisténa na 2 x 10 min do xylolu. Zajisténi hydratace tkané bylo provedeno jejich
umisténim do alkoholové tady 96%, 80% a 70% na 5 min. Dale nasledoval 2x oplach
destilovanou vodou.

Ke zkvalitnéni vizualizace antigenti byla pouZita mikrovinna stimulace, kdy byla
skli¢ka umisténa do citratového pufru (pH 6,0) a zahtivana ve vodni lazni po dobu 15 min
na teplotu 120 °C v mikrovinné troubé. Poté byly vzorky chlazeny proudem studené vody
po dobu 10 - 20 min. Nasledn¢ byla sklicka oplachnuta destilovanou vodou.

Vzhledem k tomu, Ze aktivita endogenni peroxidazy poskytuje falesné pozitivni
reakce, bylo nutné ji blokovat umisténim sklicek na 15 min. do roztoku 5% peroxidu vodiku.

Po 15 min byly preparaty oplachnuty destilovanou vodou a promyty 2 x 5 min
1x Tris pufrem (pH 7,5) a 5 min. roztokem 1x Tris pufru a Tweenu.

Nasledovala aplikace 100 ul zfedéné primarni protilatky, viz tabulka 1. Inkubace
probihala pfi pokojové teploté ve vlhké komtrce 1h.

Po promyti preparati 2 x 3 min 1x Tris pufrem (pH 7,5) a 3 min roztokem 1x Tris

pufru a Tweenu, bylo napipetovano 100 pl sekundarni protildtky (kozi anti - mysi,
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anti - krali¢i imunoglobuliny konjugované s polymerem kfenové peroxidazy). Doba inkubace
byla 1 h pii pokojové teplot¢.

Poté nasledovalo opét promyti 2 X 3 min 1x Tris pufrem (pH 7,5) a 3 min roztokem
1x Tris pufru a Tweenu.

Dale bylo naaplikovano 100 pl roztoku chromogenu DAB. K vizualizaci bunéénych
jader byl pouzit na 2 min hematoxylin.

Nasledoval oplach tekouci vodou, poté ¢pavkovou vodou a opét tekouci vodou.

Odvodnéni preparati bylo provedeno v 96% ethanolu, acetonu, aceton - xylenu
apoté 2x v xylenu, vzdy po 3 min. Na zavér byla provedena montaz do bezvodého média

Entellan.

Tab. | Pouzité primarni protilatky

Protein | Typ protilitky | Klonalita | Redéni

K - RAS anti - mysi monoklonalni | 1:50
ERCC1 anti - mysi monoklonalni | 1:50
FLNA anti - mysi monoklonalni | 1:50
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S. Vysledky

Exprese proteini FLNA, ERCC1 a muta¢niho statusu K - RAS byla detekovana
pomoci nepiimé imunohistochemické metody na souboru 35 pacientl, jimz byl
diagnostikovan NSCLC a v ramci terapie jim byla aplikovana neoadjuvantni chemoterapie.
Exprese vybranych proteinti byla stanovena pomoci H - indexu, ktery odpovida soucinu
stupné pozitivity a procent pozitivnich bun€k ve vzorku pfi celkovém zvétseni 200x. Stupent
pozitivity (slaba pozitivita - 1, stiedni - 2, vysoka - 3) byl hodnocen na zaklad¢ intenzity
hnédého zbarveni produktu oxidace DAB ve srovnani s kontrolni (zdravou) tkani. Statisticka
analyza vysledkli byla provedena pomoci pocitacového softwaru STATISTICA 2. V ramci
zpracovani vysledkl byl porovnavany grading tumoru histologicky diferencovany s expresi
FLNA, ERCC1, K - RAS pomoci Mann - Whitney neparametrického testu. Hodnoty p > 0,5
jsou povazovany za signifikantni. Ze ziskanych vysledkli tedy nebyla zjiSténa Zzadna
signifikantni korelace mezi expresi FLNA, ERCCI, K - RAS a stupném histologické
diferenciace nadoru (FLNA p = 0,067, ERCC1 p = 0,332, K - RAS p = 0,357). Exprese
proteint FLNA, ERCC1 a K - RAS s ohledem na diferenciaci tumoru nevykazovala
signifikantni vztah mezi dobie a Spatné diferencovanym NSCLC (Obr. ¢. 12). Dale také nebyl
zjistén rozdil exprese danych proteinti S ohledem na klasifikaci T (velikost tumotu) (Obr. ¢.
13). Rovnéz nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily mezi expresi vybranych proteint
U pacientd s vyskytem metastaz v regionalnich uzlinach a pacientd bez rozvoje metastaz (Obr.
¢. 14). Totéz tvrzeni platilo i u pacientl, kteti jiz méli vzdalené metastazy (Obr. 15). Také
nebyly zjistény vyrazné korelace mezi expresi K - RAS, filaminu A, ERCC1 s pfezitim

a intervalem bezptiznakového obdobi (Obr. ¢. 16 - 22).
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Obrazek ¢. 4 Vizualizace imunohistochemické exprese ERCCI.
Adenokarcinom. Perinuklearni pozitivita. ZvétSeni 100x.

Obrazek €. 5 Vizualizace imunohistochemické exprese ERCCI1.
Spinocelularni karcinom. Nuklearni pozitivita. ZvétSeni 100x.

Obrazek ¢. 6 Vizualizace imunohistochemické exprese ERCC1.
Velkobunécny karcinom. Nuklearni pozitivita. Zvétseni 100x.
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Obrazek €. 7 Vizualizace imunohistochemické exprese K - RAS.
Spinocelularni karcinom. Nuklearni pozitivita. ZvétSeni 100x.

Obrazek ¢. 8 Vizualizace imunohistochemické exprese FLNA.
Spinocelularni karcinom. Cytoplazmaticka pozitivita. Zvétseni 100x.

Obrazek ¢. 9 Vizualizace imunohistochemické exprese FLNA.
Lepidicky adenokarcinom. Cytoplazmaticka pozitivita. ZvétSeni
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Obrazek ¢. 10 Vizualizace imunohistochemické exprese FLNA.
Lepidicky adenokarcinom. Cytoplazmaticka pozitivita. ZvétSeni 100x.

Obrazek ¢. 11 Vizualizace imunohistochemické exprese FLNA.
Velkobunéény karcinom. Cytoplazmaticka pozitivita. ZvétSeni 100x.
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Tab. Il Charakteristika statistického testu Mann - Whitney &ast 1.

Case Processing Summary

Cases
Grade Valid Missing Total
N | Percent | N | Percent [ N| Percent

8| 57,10% | 6 [ 42,90% |14| 100,00%
11] 33,30% |22] 66,70% [33| 100,00%

Filamin A

8] 57,10% [ 6 | 42,90% |14| 100,00%
11] 33,30% |22] 66,70% [33| 100,00%

ERCC1

8| 57,10% | 6 [ 42,90% |14| 100,00%
11| 33,30% |22 66,70% [33]| 100,00%

K- RAS

WIN|JWIN|WIN

Tab. I1I Charakteristika statistického testu Mann - Whitney ¢ast 2.

Ranks

Mean

Grade N Rank

. 2 9 13

Flli\mln 3 1 95
Total 21

2 8 14,38

ERCC1 3 16 11,56
Total 24

2 9 11,22

K - RAS 3 11 9,91
Total 20
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Obr. €. 12 Stanoveni exprese vybranych proteinii v dobie a Spatné
diferencovanych tumorech.
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Obr. ¢. 13 Stanoveni exprese vybranych proteint s ohledem na
klasifikaci T (velikost tumoru).
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Obr. €. 14 Stanoveni exprese vybranych proteinii u pacientl
s ohledem na vyskyt metastaz v regionalnich lymfatickych uzlinach.

BT Fitamin A
- ] ERCCH
CKras
140+

80

A0

T
a.aa migzad ¥

Obr. ¢. 15 Stanoveni exprese vybranych proteinti u pacientl
S ohledem na vyskyt vzdalenych metastaz.
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Obr. ¢. 16 Korelace mezi expresi K - RAS a celkovym pfezitim pacientli
vV mesicich.
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Obr. €. 17 Korelace mezi expresi K - RAS a celkovym pieZitim pacientli
v mésicich.
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Obr. ¢. 18 Korelace mezi expresi ERCC1 a celkovym piezitim pacientd.

Survival Function for Filamin A=87.5(MED)
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Obr. €. 19 Korelace mezi expresi FLNA a celkovym prezivani pacientt.
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Obr. ¢. 20 Korelace mezi expresi K - RAS a intervalem bezpiiznakového

obdobi.
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Obr. €. 21 Korelace mezi expresi FLNA a intervalem bezpiiznakového
obdobi.
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Obr. €. 22 Korelace mezi expresi ERCCI a intervalem bezptiznakového
obdobi.
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6. Diskuze

Cilem prace byla detekce imunohistochemické exprese ERCC1, K - RAS a FLNA ve
tkani nemalobunééného karcinomu plic u pacienti s neadjuvantni chemoterapii, a zjistit
korelaci ziskanych vysledku se stupném histologické diferenciace nadoru, velikosti tumoru,
vyskytem metastdz v regionalnich uzlindch a vzdalenych metastdz. V piipad€ histologické
diferenciace NSCLC nebyla zjisténa zadna korelace s expresi proteinu ERCCI, coz se
shoduje s vysledky studii autort Seyhan et al., 2011, Rui et al., 2011, Okuda et al., 2008,
Zheng et al.,, 2007. OvSem Simson et al., 2005 popsali vys§i expresi ERCCI
v adenokarcinomu ve srovndni s ostatnimi histologickymi podtypy NSCLC. Tento rozdil
muze byt zpusoben pouzitim odlisné metody detekce exprese, kdy v pripad¢ studie Simsona
et al. byla pouzita real - time PCR a v pfipadé ostatnich imunohistochemicka metoda. Dale
nebyl zjistén rozdil exprese tohoto proteinu u pacientll s metastazemi v regionalnich uzlinach
a pacientll bez metastaz, coz také potvrzuje studie Seyhana et al., 2011 a Yana et al., 2013.
V piipadé proteinu K - RAS skupina Liang et al., 2011 zjistovala jeho expresi u pacientt
s adenokarcinomem a spinocelularnim karcinomem. V ptipad€ spinoceluldrniho karcinomu
byla jeho exprese vyrazné vyssi. Vysledek se neshoduje s vysledky této prace, coz mize byt
opét zpusobeno pouzitim rozdilné metody (RT - PCR). Tato vyzkumnd skupina také
zaznamenala korelaci mezi expresi K - RAS a velikosti tumoru. V ramci této prace naopak
nebyla zjisténa signifikantni korelace mezi jeho expresi a velikosti tumoru, coz potvrzuje
i studie Sunaga et al., 2011. VVzhledem Kk tomu, ze tymy Sunaga et al., 2011 a Liang et al.,
2011 pouzili k detekci exprese K - RAS stejnou metodu (RT - PCR), jejich vysledky se
mohou lisit diky riznému souboru pacienti. Vztah exprese K - RAS a intervalem celkového
preziti pacientl a intervalem bezpfiznakového obdobi se zabyvala skupina Mellema et al.,
2013, nicméné nebyla zjisténa zZadna korelace, coz se shoduje se ziskanymi vysledky této
prace.
Studie Uramota et al., 2010 pomoci imunohistochemické metody ukazala, ze exprese FLNA
nekoreluje s velikosti tumoru, histologickym podtypem a vyskytem metastaz v regionalnich
uzlinach a také s celkovym pétiletym pieZivanim pacientl, coz se shoduje se ziskanymi

vysledky této prace.
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7. Zavér

Cilem této bakalarské prace byla detekce exprese proteini ERCC1, FLNA a K - RAS
u nemalobunééného karcinomu plic. V teoretické cCasti byla zpracovana literarni reSerSe
zam¢eiena na problematiku mnohocetné 1ékové rezistence, mechanismi oprav DNA a na
souhrn poznatkl o vybranych proteinech a zakladani metastaz. V ramci experimentalni ¢asti
byla provedena tvorba tkanovych mikroarrayi a vlastni imunohistochemicka detekce
stanovenych proteinti. Z vysledka statistické analyzy nebyla zjisténa signifikantni korelace
mezi expresi ERCC1, FLNA a K - RAS a histologickymi subtypy, stupném diferenciace
NSCLC, velikosti tumoru, vyskytem metastaz v regionalnich uzlinach a vzdalenych metastaz.
Rovnéz nebyla zjisténa korelace exprese proteinti s intervalem bezpiiznakového obdobi

a celkovym pfezivanim pacientil.
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9. Seznam pouzitych zkratek

A

ABC
ABD
AP - mista
at - MDR
ATP
BER

C

CK
CPDs
CTCs
CYP450
DDB
DFS
DNA
dRP
EGFR
ERCC1
FEN-1
FLNA
G

GSTs
GTP

H - RAS
HJ
hMLH
HR
HR23B
K- RAS
kDa
LRP
MDR

adenin

ATP Binding Cassette

doména vazajici aktin

apurinové nebo apyrimidinové misto

atypickd mnohocetna 1ékova rezistence
adenosintrifosfat

bazova excizni oprava

cytosin

cytokeratin

cyklobutanové pyrimidinové dimery

cirkulujici nadorové buiky

cytochrom P450

damage DNA binding protein

disease free survival - pfezivani bez projevi nemoci
deoxyribonukleova kyselina

deoxyribdzafosfatové skupina

epidermal growth factor receptor - receptor epidermalniho rustového faktoru
excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, group 1
flap endonuclease 1

filamin A

guanin

glutathion-S-transferazy

guanosintrifosfat

Harvey rat sarcoma viral oncogene homolog
Holidaytv spoj

lidsky homolog mutatoru L

homologni rekombinace

lidsky homolog proteinu RAD23 kvasinky Saccharomyces cerevisiae
Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
kiloDalton

lung resistance related protein

mnohocetna 1ékova rezistence
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MMR mismatch repair - oprava fizena methylaci

MRP multidrug resistance associated protein
MutS mutator S

MVP major vault protein

NER nukleotidova excizni oprava
NSCLC nemalobunéény karcinom plic

0S overall survival - celkové piezivani
PCNA proliferating cell nuclear antigen
Pgp P - glykoprotein

RAD51 protein RAD51 recombinase

RFC replikacni faktor C

RPA ribonuclease protein assay

RT - PCR real - time PCR - zpétna polymerazova fetézova reakce

SCLC malobunéény karcinom plic
SSDNA jednovlaknova DNA

T thymin

TFIH lidsky transkrip¢ni faktor I1
TKI tyrosinkindzovy inhibitor
TNM tumor-node-metastasis

UV zéfeni ultrafialové zafeni

wt wild type - nemutovana forma

XPA Xenoderma pigmentosum, skupina A
XPB Xenoderma pigmentosum, skupina B
XPC Xenoderma pigmentosum, skupina C
XPD Xenoderma pigmentosum, skupina D
XPF Xenoderma pigmentosum, skupina F
XPG Xenoderma pigmentosum, skupina G

47



