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Souhrn

Kolorektalni karcinom a karcinom pankreatu patii mezi nejcastéji diagnostikovana
nadorova onemocnéni traviciho systému. Oba karcinomy mohou vznikat sporadicky
nebo na zaklad¢ dédicné predispozice. Pro tlumeni bolesti u pacienti s timto onemocnénim
se Casto pouzivaji opioidni analgetika. Takovymi analgetiky mohou byt morfin nebo synteticky
piritramid, jejichz u¢inek je zprostiedkovan opioidnimi receptory. Studium vlivu riznych druhti
opioidnich analgetik na nadorovou progresi je vyznamné s ohledem na poskytnuti informace
0 vhodné onkologické 1é¢be.

Z uvedeného diivodu jsme Vramci diplomové prace sledovali expresi genli a proteinti
opioidnich receptorti mu a kappa pomoci nepiimé imunohistochemické metody a real-time PCR
ve tkénich kolorektalniho karcinomu a karcinomu pankreatu. Oba geny a jejich proteiny jsou
pritomné ve vSech fazich vyvoje téchto nadorti. Analyza nami ziskanych dat byla provedena
pomoci softwaru R a graficky znazornéna prostiednictvim Kaplan-Meierovy metody.
Exprese proteini u kolorektalniho karcinomu byla korelovana s histologickym typem
adenokarcinomu, celkovym pfezivanim a délkou bezpiiznakového obdobi. Exprese opioidniho
receptoru mu souvisi s postizenim uzlin a S vy$§im stddiem onemocnéni, tedy pravdépodobné
hor§im pfezivanim. Vys$Si exprese opioidniho receptoru kappa souvisi s krat$i délkou
bezptiznakového obdobi. Dale byl sledovan vliv podané analgezie a vliv exprese opioidnich
receptorti na piezivani pacientd S kolorektalnim karcinomem a karcinomem pankreatu.
Bylo pozorovano lepsi nadoroveé specifické piezivani u pacientt s kolorektalnim karcinomem
a pozitivni expresi opioidniho receptoru kappa pifi podani piritramidové analgezie
nez pii podani morfinové. Déle bylo zjisténo, Ze exprese opioidniho receptoru kappa negativné
ovliviiuje prezivani pacienti s karcinomem pankreatu. Nicméné morfinova analgezie
v kombinaci s expresi opioidniho receptoru mu nebo kappa ma pozitivni vliv na délku pfezivani
pacientd s karcinomem pankreatu.

Z této studie vyplyva, ze exprese opioidnich receptorti mu a kappa by mohla byt vhodnym

prognostickym markerem u pacientti s kolorektalnim karcinomem a karcinomem pankreatu.



Summary

Colorectal and pancreatic cancer represent one of the most frequent malignancies
of gastrointestinal system. Both cancers can develop sporadically or based on hereditary
predisposition. The most common method how to relief pain in patients with cancer is using
opiod analgesia. These opioid analgesia are morphin or synthetic piritramide and their effect
is mediated by opioid receptors. The study of influence different types of opioid drugs on tumor
progression could be important for getting the information about suitable oncological treatment.

Therefore, the aim of my diploma thesis was to study the gene expression of opioid
receptors mu and kappa and their proteins in colorectal or pancreatic cancer patiens using
indirect imunohistochemical method and real-time PCR. These proteins participate in every
phase of development of both cancers. Data analysis has been processed by software R.
Charts have been modelled using Kaplan-Meier method. Overall survival and disease free
survival have been correlated with histological type of adenocarcinoma and with the expression
of proteins mu and kappa in CRC patients. The expression of mu opioid receptor relates
with number of positive lymph nodes and with higher stage of CRC, so probably
also with worse survival. Increased expression of kappa opioid receptor is associated
with worse disease free survival. Afterwards, we have observed the influence of used opioid
analgesia and also the influence of the expression of opioid receptors in patients with colorectal
or pancreatic cancer. CRC patients with the expression of kappa opioid receptor have better
cancer specific survival after using analgesia with morphin, in comparison with patients
after using analgesia with piritramide. The expression of kappa opioid receptor negatively
influences the survival of pancreatic cancer patients. However, using morphine analgesia
is associated with better survival of pancreatic cancer patients with the expression of mu
or kappa opioid receptors.

Consequently, this study implies that the expression of mu or kappa opioid receptors could

be suitable prognostic marker in patients with colorectal or pancreatic cancer.
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1 UVOD

Nadorova onemocnéni jsou jednou z nejéastéjsich pifi¢in urmti, predev§im v rozvinutych
zemich svéta. V roce 2008 zastoupila nadorova onemocnéni 13 % vsech umrti. Prodluzujici
se délka zivota vede k rustu rizika vzniku nddoru. Ackoli se vétSina nadori objevi
v pokrocilej$im véku, je tato problematika mnohem dilezitéjsi, nez u jinych onemocnéni
v populaci s dlouhou zivotnosti (Zali et al., 2011).

Kolorektalni karcinom (CRC — colorectal carcinoma) i karcinom pankreatu patii
mezi nadorova onemocnéni zazivaciho systému. Kolorektalni karcinom zahrnuje nadory
tlustého stfeva a konec¢niku. Karcinom pankreatu je oznaceni pro nadorové onemocnéni
slinivky bfi$ni.

Podstatnou ¢ast obou typli nadort predstavuji adenokarcinomy, které vyristaji
ze zlazovych bun€k. U obou typt nadord mize dojit k jejich Sifeni, a to jak lokalné,
tak vzdalené. V diivéjsim stadiu se nadorové buiky mohou dostat do lymfatickych uzlin.
V pozdéjsim stadiu onemocnéni dochdzi k Sifeni pomoci vzdalenych metastaz, které se objevuji
nejCastéji v jatrech a plicich.

Kolorektalni karcinom i karcinom pankreatu piedstavuji pfedev§im sporadické formy
nadort, zbyvajici, mensi zastoupeni, jsou hereditarni karcinomy (URL:<http://www.linkos.cz>
[cit. 2016-10-5]).

Lécba je piedevsim chirurgickd v kombinaci S chemoterapii ¢i radioterapii.
Casto se pouzivaji analgetika k tlevé bolesti, ale mohou mit také vliv na pooperaéni relaps
onemocnéni. Mezi takova analgetika patfi opioidy jako jsou morfin ¢i piritramid.
Podana anestezie mize byt lokalni nebo celkova a mize byt pacientovi podana
pted nebo v pribéhu chirurgického zakroku (perioperativni anestezie) nebo po chirurgickém
(pooperacni anestezie), (Bovill, 2010).

Opioidy jsou latky, které se vazou k opioidnim receptortim. Jedna se o receptory sprazené
s G proteinem, které se nachazeji v buné¢nych membranach (Hughes et Kosterlitz, 1983).

V ptedchozi studii jsme analyzovali ptitomnost cirkulujicich nadorovych bunék (CTC)
u pacientll s kolorektalnim karcinomem a u pacientd s karcinomem pankreatu po podani
morfinové ¢i piritramidové analgezie. Zjistili jsme, ze morfinova analgezie je u pacientii s CRC
asociovana s rostoucim po¢tem CTC a kratsi délkou bezptiznakového obdobi (DFS — disease
free survival). Nicméné u pacientil s karcinomem pankreatu byl pozorovan efekt opacny.
Pacienti, kterym byla poddna morfinova analgezie méli signifikantné delSi celkové pieziti

(OS — overall survival) i DFS, nez pacienti, kterym byla podana piritramidova analgezie.
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Tato studie nas vedla k analyze miry exprese opioidni receptort ve vzorcich tkani pacientti

S nadorovym onemocnénim a jejich mozného vlivu na ptezivani pacientu.
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2 NADOROVA ONEMOCNENI TRAVICIHO SYSTEMU

Mezi nadory travici trubice a zazivacich organd patii zhoubné nadory jicnu, zaludku,
tenkého stfeva, tlustého stieva, konecniku, fiti, Zlu¢niku a slinivky btisni. Vysoka incidence
nadorovych onemocnéni zazivaciho traktu je predevsim v ekonomicky vyspélych statech svéta.
Kolorektalni karcinom je nejcastéji se vyskytujici nadorové onemocnéni travici trubice,
na druhém misté je nasledovan karcinomem pankreatu (URL:<http://www.svod.cz>
[cit. 2016-10-7]).

Tlusté stfevo je nezbytnou soucasti traviciho systému, jelikoz zde dochazi k jednomu
Z poslednich kroki trdveni potravy, a predevSim se zahustuje stfevni obsah, jenz se méni
ve stolici, ktera je ptes konecnik odvadéna z téla ven.

Taktéz slinivka biis$ni je nepostradatelnou soucasti traviciho traktu. Slinivka biisni je zlaza
uloZend v dutiné biisni, jejimz ukolem je produkce inzulinu a dalSich hormoni, které jsou
transportovany do krve a umoziuji télu spravné vyuZzivani energie pfichdzejici z potravy.
Slinivka bii$ni vytvari pankreatické $tavy, jejichz soucasti jsou enzymy napomahajici traveni

potravy (URL:<http://www.linkos.cz>[cit. 2016-10-7]).

2.1 Epidemiologie a rizikové faktory kolorektalniho karcinomu

Kolorektalni karcinom je odborny termin pro zhoubny nador tlustého stieva
(colon cancer) a kone¢niku (rectal cancer). Z dat z roku 2012 vyplyva, ze se jedna o tieti
nejbéznéjsi nadorové onemocnéni na svété po karcinomu plic a karcinomu prsu, kdy bylo
celosvétove diagnostikovano piiblizné 1,4 milionu novych ptipada. Incidence kolorektalniho
karcinomu je vy$§i v rozvinutéjiich zemich svéta, mezi néz patii také Ceska republika.
V roce 2012 pii hodnoceni poctu novych ptipadii na 100 000 obyvatel byla zafazena na 6. misto
za Korejskou republikou, Slovenskou republikou, Mad’arskem, Danskem a Nizozemskem
(URL:<http://www.wcrf.org>[cit. 2016-10-7]). Ackoli byl od roku 2003 zaznamenan mirny
pokles incidence i mortality ~ vramci  Ceské  republiky  (Obr. 1),
(URL:<http://www.svod.cz>[cit. 2016-10-7]), je stale kolorektalni karcinom druhym nejc¢astéji
diagnostikovanym nadorovym onemocnénim, jak u ceskych muzi — po rakoviné prostaty,
tak u ¢eskych zen — po rakoviné prsu (URL:<http://www.globocan.iarc.fr>[cit. 2016-10-7]).
Tento pokles je moznym dusledkem lepsi lé¢ebné péce, celkové perioperacni péce a prevence
oproti obdobi pied rokem 2003 (Dusek, 2012). Pfi srovnani pohlavi, je zndmo vét§i mnozstvi

ptipadl s timto onemocnénim u muzil, nez u Zen.
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Obr. 1: Vyvoj incidence a mortality kolorektalniho karcinomu v letech 1977 — 2014

v Ceské republice
(URL:<http://www.svod.cz>[cit. 2016-10-16])

U vétSiny nemocnych neni pfi¢ina vzniku kolorektalniho karcinomu piesné znama,
nicméné jsou znamy rizikové faktory (dédicné a nedédicné), které k jeho vzniku ptispivaji.
Takovym faktorem je napiiklad vék, nebot’ onemocnéni Castéji podléhaji lidé starsi 50 let.
Mezi nedédi¢né rizikové faktory patii sloZeni potravy. Konzumace nadmérného mnozstvi
cerveného masa a uzenin, a naopak omezena konzumace vlakniny v zeleniné, ovoci
a luSténinach je povazovana za negativni faktor (Bostick et al., 1994). Mezi rizikové faktory,
které vSak nemiiZeme ovlivnit, patii, kromé jiz vySe zminéného véku, dédicné predispozice,
vyskyt stfevnich polypt a chronicka zanétliva onemocnéni stfev jako jsou Crohnova choroba,

¢i ulcerozni kolitida (Kinzler et Vogelstein, 1996; Ekbom et al., 1990).

2.2 Epidemiologie a rizikové faktory karcinomu pankreatu

o 24

Karcinom pankreatu je oznaceni pro nador slinivky btisni, ktery patii k nejzavaznéj§imu
onemocnéni traviciho systému, jelikoZz je Casto rezistentni na lécbu. Celosvétovée se jedna o 12.
nejcastéji se vyskytujici nador jesté spolecné s leukémii a rakovinou ledvin z 27 hodnocenych
typ nadorového onemocnéni (URL:<http://www.globocan.iarc.fr>[cit. 2016-10-15]).
V Ceské republice do roku 2011 jeho incidence stile nariistala, nicméné od roku 2012

se ustalila - zhruba na 9,5 ptipadech na 100 000 obyvatel (Obr. 2). Stejné jako u kolorektalniho
12
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karcinomu je zifejmé, ze timto onemocnénim jsou vice postizeni muzi, nez zeny a je Castéjsi
u lidi stragich 55 let. V Ceské republice v roce 2014 incidence u muzi dosahovala 11,24 ptipadi
na 100 000 muz, kdezto u Zzen to bylo pouze 8,07 piipadi na 100 000 Zen.
Mortalita je u rakoviny slinivky bfis$ni, vzhledem ke S$patné progndze, témet shodna

s jeji incidenci (URL:<http://www.svod.cz>[cit. 2016-10-15]).
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Obr. 2: Vyvoj incidence a mortality karcinomu pankreatu v letech 1977 — 2014
v Ceské republice
(URL:<http://www.svod.cz>[cit. 2016-10-16])

Etiologie karcinomu pankreatu neni jasna, stejné jako u vétSiny typu nadorovych
onemocnéni. Rada studii viak uvadi rizikové faktory, mezi néz patii v€k, kouteni, cukrovka,
dédicné predispozice a chronické zanétlivé onemocnéni slinivky btisni. Lidé, ktefi maji néktery
Z téchto faktori, Casto se vSak jedna o kombinaci nékolika z nich, maji vétsi pravdépodobnost,

7e mohou onemocnét nadorem slinivky biisni (Lowenfels et Maisonneuve, 2006).
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2.3 Staging a 1é¢ba kolorektalniho karcinomu a karcinomu pankreatu

Pomoci skriningovych metod, v ptipadé kolorektalniho karcinomu
napt. kolonoskopie a sigmoideskopie, v pfipadé  karcinomu  pankreatu napf. CT
(Computed Tomography; vypocetni tomografie) vySetieni bficha nebo ultrasonografie bficha,
je mozné odhalit onemocnéni u postizeného a také stanovit rozsah onemocnéni, klinické
stadium a vhodny zplisob 1é¢by. Pro urCeni klinického stadia u obou typli onemocnéni
je pouzivana mezinarodni TNM klasifikace (Tab. 1 a Tab. 2). Pro stanoveni klinického stadia
u kolorektalniho karcinomu se diive pouzivala Dukesova klasifikace, ktera vSak byla nahrazena
TNM Kklasifikaci. Nicméné jednotliva stddia obou klasifikaci si vzajemné odpovidaji.
Systém TNM je zaloZen na tfech informacich — T, N a M a definuje klinické stadium 0 - IV.
Rozsah primarniho nddoru je charakterizovan pismenem T. N podava informaci o tom,
zda se nador rozsitil do lymfatickych uzlin a M popisuje pfitomnost ¢i absenci vzdalenych
metastaz  (URL:<http://www.cancer.org>[cit. = 2016-10-11]). Dukesova klasifikace
pak rozdeluje klinicka stadia kolorektalniho karcinomu na A — D (Zavoral et al., 2013).

Chirurgicka 1é¢ba je zakladni 1é€ebnou metodou, jak u kolorektalniho karcinomu,
tak u karcinomu pankreatu. Ta se vSak casto provadi v kombinaci s chemoterapii
nebo radioterapii. Z divodu pokrocilejsiho onemocnéni Casto nelze pouzit vySe zminéné
piistupy a aplikuje se alesponi paliativni 1éCba pro potlaceni bolesti zptisobené¢ nadorem.
Chemoterapie pouzivana v onkologii oznacuje 1éCiva, jejichZ u¢inky jsou pro nadorové buriky,
ale Casto i pro zdravé bunky toxické. S ohledem na obdobi, kdy je chemoterapie podana
pacientovi ji lze rozdélit na adjuvantni a neoadjuvantni. Neoadjuvantni chemoterapie
je zpravidla podavana pted chirurgickym zakrokem s cilem zmensit nador, kdezto adjuvantni
chemoterapie (zajisStovaci) je podavana po operaci s cilem znicit zbyvajici nadorové bunky
a zabranit tak ndvratu naddoru.

Velmi malé nadory tlustého stfeva, které maji formu polypu, 1ze v nékterych piipadech
odstranit pouze za pomoci skriningové metody (kolonoskopie). Nadory vétSiho rozsahu
je nezbytné odstranit chirurgicky i s okolni zdravou tkani tlustého stfeva a prilehlymi
spadovymi lymfatickymi uzlinami.

U karcinomu pankreatu je chirurgicky pfistup casto komplikovanéj$i. V zavislosti
narozsahu nadoru se provadi bud’ c¢aste€nd, nebo Uplnd resekce slinivky biisSni

(Watanabe et al., 2012; Ghaneh et al., 2007).
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Tab. 1: Modifikovana klasifikace stadii kolorektalni karcinomu podle Dukese a TNM

ve vztahu k 1é¢bé

(URL:<http://www.cancer.gov>[cit. 2016-10-18])

Stadium Stadium ) 5
Hloubka invaze Lécba
TNM Dukes
0 - Tumor intraepitalni chirurgicka
Tumor ohraniCen stievni o
I A chirurgicka
sténou
Tumor zasahuje nebo o . ,
) ' ' chirurgickd + miZze byt pouzita
I B pronik4 vSemi vrstvami _ '
o adjuvantni chemoterapie
sttevni sliznice
Tumor pozitivni + ' ' .
N _ chirurgicka + adjuvantni
Il C pozitivni lymfatické ]
) chemoterapie
uzliny
chirurgicka +
v D Vzdalené metastazy adjuvantni/neoadjuvantni
chemoterapie

Tab. 2: Klasifikace stadii karcinomu pankreatu dle TNM Kklasifikace
Pievzato od Sobin et al., 2011

Stadium TNM Nador (T) Uzliny (N) Mez:;;ézy

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium A T1 NO MO
Stadium IB T2 NO MO
Stadium IIA T3 NO MO
Stadium I1B T1, T2, T3 N1 MO
Stadium III T4 jakékoliv N MO
Stadium IV jakékoliv T jakékoliv N M1
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Vysvétlivky:
Tis  Karcinoma in situ NO  Regiondlni uzliny bez nadoru
T1 Tumor omezen na pankreas <2 cm N1  Nadorem postizeny regiondlni uzliny
T2 Tumor omezen na pankreas > 2 cm MO  Neptitomnost vzdalenych metastaz
T3  Tumor mimo pankreas M1  Pfitomnost vzdalenych metastaz

T4  Tumor zasahuje truncus coeliacus
nebo mesenterica superior

2.4 Vznik kolorektalniho karcinomu na molekularni urovni

Predpoklada se, ze vétSina kolorektalnich karcinomti vznika z adenomatéznich polypt,
které wvyrustaji z normalni sliznice tlustého stfeva (Mohamed et Schofield, 2014).
Maligni transformace kolorektalniho karcinomu je sled nékolika udalosti od sekvence adenomu
po sekvenci karcinomu, viz Obr. 3 (Fearon et Vogelstein, 1990, Miyaki etal., 1990).
Chromozomova nestabilita (CIN - chromosomal instability), mikrosatelitni nestabilita
(MSI - microsatellite instability) a hypermetylace promotor v oblasti CpG ostrovi
jsou typické molekularni aspekty kolorektalni karcinogeneze (Michor et al., 2005, Fearon,
2011).

VétSina pripadi kolorektdlnich karcinomtt vznika pifi chromozémové nestabilité,
ktera se vyznaCuje chromozomovou zménou (aneuploidii) a ztratou heterozygozity.
To miize mit za nasledek vady v chromozomalni segregaci, stabilit¢ telomer a v odpovédi
na poskozeni DNA. Ve spojeni s karyotypickymi abnormalitami u CIN nadord jsou znamé
typické mutace v urcitych tumor supresorovych genech (TSG) a onkogenech, které aktivuji
drahy zapojené do iniciace a progrese kolorektalniho karcinomu, viz Obr. 3 (Pino et Chung,
2010). U sporadickych forem CRC dochazi k mutacim, jak v TSG, tak i v onkogenech
ale pouze v somatickych bunkach, kdezto u hereditarni formy CRC dochazi k mutaci v TSG
(nikoli v onkogenech) také v zarode¢nych liniich vznikajiciho karcinomu (Fearon, 2011;
Groden et al., 1991).

Mikrosatelitni nestabilita je zvySena schopnost fenotypu podléhat Castéj$im mutacim
zpiisobend ztratou aktivity mismatch opravy DNA. MSI je detekovand u 15 % pacientl
s kolorektalnim karcinomem, ktefi maji zpravidla lepsi prognoézu, nez pacienti bez MSI
(Boland et Goel, 2010).

Mutace vtumor supresorovém genu APC (adenomatous polyposis coli) je prvotni

geneticka zména zapojena do progrese kolorektalniho karcinomu (Sieber et al., 2003).
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FAP (Familial adematous polyposis) je onemocnéni charakteristické vyvojem stovek polypt
(adenomt) Vv tlustém stievé a koneéniku zplsobené zarodeCnymi mutacemi v genu APC
na chromozomu 5q21. APC/Wnt/B-kateninova signalni draha hraje vyznamnou roli
Vv kolorektalni karcinogenezi, jak u sporadickych, tak dédi¢nych forem. Vétsina APC mutaci
(98 %) jsou mutace s posunutym ¢tecim ramcem nebo nonsense (nesmyslné) mutace,
které vedou k syntéze zkraceného proteinu (Cottrell et al., 1992; De Filippo et al., 2002).
APC tumor supresorovy gen pti bézném fungovani blokuje ptechod z G1 faze do S faze béhem
bunééného cyklu. Wnt signalni draha udrzuje nativni kmenové buiiky v nediferenciovaném
stavu v zakladu stfevnich krypt, coz pfispiva nejen k preZiti normalnich kmenovych bunék,
ale také k preziti nadorovych kmenovych bunék. B-katenin je vyznamnym c¢lenem ve Wnt
signalni draze. Nemutovany APC indukuje degradaci -kateninu, funguje tedy jako negativni
regulator této signalni drahy (Polakis, 1997; Kinzler et Vogelstein, 1996). Stala hladina
intracelularniho B-kateninu je disledkem prodlouzené aktivace Wnt signalni drahy v APC
mutovanych nadorovych bunikach CRC. V piipad€é normalni sliznice tlustého stieva migruji
diferencujici se kmenové bunky z epitelidlnich krypt a nasledné jsou béhem 3 — 7 dni posilany
do post-apoptozy. B-katenin Fidi toto migracni chovani. JelikoZz jsou burniky obvykle
zlikvidovany za méné nez tyden, nemaji moznost vyvolat nador. Akumulace B-kateninu
do prekurzoru enterocytt (cylindrické bunky, které tvoii vétSinu bunék sliznice stteva) béhem
APC inaktivace vede K retenci fenotypu kmenovych bunék. Témto buiikam je zabranéno
migrovat Vv dusledku zvySené hladiny B-kateninu. Akumulace nediferenciovanych bunék
Vv kryptach tlustého stieva nakonec vede k vytvoteni polypu (Morin et al., 1997).

Mutace vonkogenu K-RAS (The Kirsten Ras), jez je soucasti signalni drahy
RAS/RAF/MAPK, pfispiva k piechodu z malého adenomu do velkého (pozdniho) adenomu
nebo karcinomu (Schields et al., 2000). Produkt genu K-RAS, 21kDa protein se nachazi
na vnitini plazmatické membrané a podili se na pfenosu mitogennich signalid. RAS protein
je aktivovan piechodné jako odpovéd’ na extracelularni signaly, jako jsou ristové faktory,
cytokiny a hormony, které stimuluji bunééné povrchové receptory (Campbell et al., 1998).
Funkce proteinu RAS je pfepinani mezi neaktivnim stavem, ve kterém jsou proteiny vazané
na guaosindifosfat (GDP) a aktivnim stavem, vnémz doSlo k pfreméné GDP
na guanosintrifosfdit (GTP). Tato pifeména je fizena dvéma typy regulacnich proteini:
GDP — GTP vyménné faktory a GTPasa-aktivujici proteiny. GTPasa-aktivujici proteiny zvysuji
schopnost RAS proteinl hydrolyzovat GTP zpét na GDP a dostat se tak zpét do neaktivniho
stavu (Crespo et Leon, 2000). Mutovana forma RAS proteinu ma obvykle nefunkéni
GTPasovou aktivitu (Bos, 1989). Priblizné 90 % mutaci je zptisobenych v kodonech 12 a 13
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exonu 1. Nejcastéji pozorované mutace v téchto kodonech jsou tranverze G>A a G>T
(Brink et al., 2003).

Tumor supresorovy gen TP53 se vyznamné podili na regulaci bunééného cyklu
a apoptoze (Lane et Benchimol, 1990). Produkt genu TP53 je protein p53, ktery indukuje
zastavu G1 faze bunécného cyklu a usnadiuje opravu DNA jesté pred vstupem buiky
do procesu replikace. V ptipad¢, Ze se nezdaii oprava DNA, p53 indukuje apoptdzu (bunéénou
smrt). Mutace v genu TP53 zpisobuje ptechod z adenomu ke kolorektalnimu karcinomu,
ale je zodpovédna také za spoustu dalSich onemocnéni jako napf. syndrom Li-Fraumeni

nebo nadorova onemocnéni mozku a dalsi (Armaghany et al., 2012).

APC K-RAS P53
| | | | | |
| | | || |
Zdrava tkan Brzky adenom Pozdni adenom Adenokarcinom
\“""‘r/ \'\/3{
B S
¢‘,\V z 9 *\\\3% 4"::
SafRa
4 l'\é,o\x‘/":\

Obr. 3: Model dilezitych defektnich geni v kolorektalni karcinogenezi od sekvence adenomu
po sekvenci karcinomu
(Prevzato od Kerr, 2003)

2.5 Vznik karcinomu pankreatu na molekularni urovni

Karcinom pankreatu je primarné¢ genetické onemocnéni. VétSina pifipadi karcinomu
pankreatu se objevi sporadicky, pouze 5 % ptipadu je dédi¢ného ptivodu (Hruban et al., 1993).
Dle typu bunék, ze kterych nador vznika a struktury a chovani téchto bunék, lze nadory
pankreatu klasifikovat na exokrinni a endokrinni. Slinivka bfi$ni je multifunkéni organ tvoteny
mnoha typy odliSnych bunek. Exokrinni ¢ast slinivky bfiSni je tvofena acindrnimi a duktalnimi
bunikami, které produkuji kombinaci Zalude¢nich enzymt potiebnych pro traveni. Endokrinni
¢ast slinivky tvofi f builky a dalsi endokrinni buiiky, které produkuji hormony, v€etné inzulinu

(Hollingsworth, 1999; Fesinmeyer et al., 2005). Existuje mnoho histologickych podtypt
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karcinomu pankreatu, nicméné nejcastéjs$im typem jsou adenokarcinomy, konkrétné duktalni
adenokarcinomy pankreatu (pancreatic ductal adenocarcinoma — PDAC), (az 90 % ptipadu),
U nichz byla popséna vétsina genetickych zmén. PDAC jsou exokrinniho ptivodu a vznikaji
z epitelidlnich bunék, které tvoti vystelku pankreatického vyvodu, jez tvofi stukturu podobajici
se zlaze (Hruban et al., 2000; Cowgill et Muscarella, 2003; Li et Jiao, 2003). Mucin6zni nadory
pankreatu (MCT) jsou druhym nejcastéjSim histologickym typem S exokrinnim ptivodem
(Lichtenstein et Carr-Locke, 1995). Nadory endokrinniho ptivodu jsou mén¢ Casté, <5 % vsech

ptipadt (Hruban et al., 2000). K vyvoji zhoubnych nadori slinivky btisni dochazi z normalni

tkan€ prostfednictvim neinvazivnich prekurzorovych [€zi nazyvanych pankreaticka
intraepitelidlni neoplazie - PanIN, intraduktdlni papilarni mucindézni neoplazie - IPMN
nebo mucinézni  cysticka neoplazie - MCN (Maitra et Hruban, 2008). Duktalni

adenokarcinomy pankreatu vznikaji nejCastéji z PanINs pii ziskani uritych genovych mutaci
a postupuji od PanIN-1 k PanIN-3 (Vincent et al., 2011). PanINs se od sebe li$i na zakladé
cytologického stupné a tkanové architektonické atypie (Maitra et Hruban, 2008). Genetické
mutace se vyskytuji jiz u PanIN-1, kde dochazi k aktivaci K-RAS onkogenu. Kdyz tyto ¢asné
neoplazie prechazeji do PanIN-2 a pozdéji také do PanIN-3 dochazi velmi ¢asto k inaktivaci
nebo deleci tumor supresorovych gent jako jsou CDKN2A (p16/Ink4A), TP53 (p53), a Smad4

(DPC4), které jsou zapojené do karcinogeneze pankreatu, viz Obr. 4 (Vincet et al., 2011).

Normal PanIN-1 PanIN-2 PanIN-3 Infiltration Dissemination Metastasis
[
o [l ¢ 0 |
(. 4 ’A’ 7.}
o :Z "0 o |
‘:’ 5 @ gﬂ
'y % v s
e °°°o 9 o ® &, i
o © 0 °° o ,QQ
0e 0% & %z le &
000 9
2 %0%9g"e L
KRAS CDKN2A  TP53 and SMAD4 ? ? ?
© 2012 American Association for Cancer Research

Obr. 4: Model progrese karcinomu pankreatu z normalni tkané ke zhoubnému nadoru spolu
s genetickymi zménami ve specifickych genech

(Ptevzato od Lacobuzio-Donahue et al., 2012)
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K-RAS je nejcastéji mutovany onkogen v somatickych liniich u duktélnich
adenokarcinomul. Tato genetickd zména je pritomna u 95 % vSech PDAC. K-RAS ko6duje malé
GTPazy, které zprostiedkovavaji bunéfnou signalizaci receptori pro rustové faktory
(Wood et Hruban, 2012). Jelikoz role K-RAS onkogenu v bunééné signalizaci byla popsana
v kapitole 2.4 Vznik kolorektalniho karcinomu na molekularni urovni (viz str. 15) nebude
Ji v této Casti dale vénovana pozornost.

CDKN2A (p16 nebo Ink4) je nejcastéji inaktivovany tumor supresorovy gen u PDAC
(az u 90 % pripadu) a k této inaktivaci dochazi béhem PanIN-2. Gen CDKN1A koduje protein
pl6 sklicovou roli vregulaci bunééného cyklu a je lokalizovan na kratkém rameni
chromozomu 9. Mutace vgenu CDKN2A je zprostfedkovana nékolika mechanismy,
vcetné supresorové mutace spolu se ztratou druhé alely, homozygotni deleci a promotorovou
metylaci. Za normalniho stavu se protein pl6 vaze k cyklin dependentni kindze 4 (CDK4),
¢imz dochazi k inhibici fosforylace riiznych ristovych a regulacnich faktora, které kontroluji
proliferaci v G1 fazi buné¢ného cyklu. Mutaci v genu CDKN2A zptisobi zvySenou aktivaci
CDK4 a hyperfosforylaci Rb proteinu, coz vede k vyrazné progresi bunécného cyklu z G1 faze
do S faze a nekontrolovatelné bunétné proliferaci (Wood et Hruban, 2012; Jeong et al., 2005).

Druhym nejcastéji inaktivovanym tumor supresorovym genem je TP53 a dochazi
Kk ni v pozdéjsich stadiich vyvoje karcinomu pankreatu. Protein p53 hraje kliC¢ovou roli
v odezv€é na bunéény stres a indukuje apoptézu (Wood et Hruban, 2012), viz kapitola
2.4 Vznik kolorektalniho karcinomu na molekularni arovni (viz str. 15).

SMAD4/DPC4 tumor supresorovy gen je inaktivovan u 55 % adenokarcinomi pankreatu.
Stejné jako TP53, i mutace SMAD4 patii k pozdéjsim udalostem v karcinogenezi pankreatu
(Liet al., 2004). SMAD4 se nachazi na dlouhém rameni chromozomu 18 a jeho delece
je typicka pro karcinom pankreatu, ziidka pak i pro kolorektalni karcinom. Produkt SMAD4
zprosttedkovava TGF-B signalni drahu potlacujici rast bunék epitelu. Poskozeni SMAD4 vede
k nadorovému bujeni (Miyaki et Kuroki, 2003).
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3 OPIOIDNI RECEPTORY

Opioidni receptory patii do rodiny sedmi transmembranovych proteinti (7TM) sprazenych
s G-proteinem (GPCRs — G protein couples receptors). Jako tfida jsou GPCRs fyziologicky
vyznamné, jelikoz zprosttedkovavaji ¢innost vétSiny zndmych neurotransmitertt a hormond.
Opioidni receptory mohou byt aktivovany dvéma typy ligandd, endogennimi a exogennimi
ligandy.  Aktivace  opioidnich  receptori  prostfednictvim  opioidnich  peptidd,
které jsou produkovany piimo (pfirozené) Vv téle jedince se nazyva endogenni aktivace.
V ptipad€, Ze jsou opioidy podany exogenné ve formé opiatovych sloucenin,
jako je napt. morfin, ktery je Casto pouzivan jako analgetikum, nazyva se tento zpusob
exogenni aktivace (Hughes et Kosterlitz, 1983)

Opioidni receptory se rozdéluji do 4 skupin, dle jejich distribuce a afinity k riznym
ligandim. Prvni tfi hlavni skupiny - p (mi), 6 (delta) a k¥ (kappa) byly klonovany diive,
neZ posledni ¢tvrty ¢len skupiny opioidnich receptorit — nociceptin/orfanovy receptor ORL
(opioid receptor-like orphan receptor), (Feng et al., 2012). Krom¢ klasifikovanych 4 gent
pro vySe zminéné skupiny opioidnich receptorti, existuji farmakologické diikazy pro dalsi
mozné fenotypy. Zustava tedy otdzkou, zda mozné posttransla¢ni modifikace, alternativni
sestiih mRNA, tkanova distribuce vice neZ jednoho receptorového genu a scaffolding dalSich
proteind nebo homo- ¢i heterodimerizace jiz existujicich p, 0, k a ORL receptorovych proteind,
by mohly vytvofit dal§i mozné farmakologické fenotypy (Pasternak, 2001; Jordan et Devi,
1999). Mnoho farmakologickych studii také poukazuje na existenci dalSich podtypt kazdého
ze ti hlavnich typi receptori, ackoli jejich molekularni podstata nebyla doposud objasnéna
(Evans et al., 1992).

Opioidni receptory jSOu mimo nervovy systém piitomny také v jinych perifernich organech
jako jsou plice, jatra, srdce a organy traviciho a reprodukéniho systému. Nicméné exprese
a distribuce téchto receptorti se u jednotlivych organti liSi, stejné tak se liSi u riznych

zivo¢isnych druhu (Feng et al., 2012).

3.1 Struktura opioidnich receptori

Opioidni receptory patii do tfidy A (Rhodopsin) rodiny Gi/Go proteini spfazenych
sreceptory. VSechny opioidni receptory maji N-termindlni doménu zasahujici
do extracelularniho prostoru, ktera je spojend se sedmi transmembranovymi helikalnimi
doménami lezici ve fosfolipidové dvojvrstvé bunééné membrany. Téchto sedm

transmembranovych domén je na druhém konci spojenych s C-terminalni doménou zasahujici
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do cytoplazmy. Tti extracelularni a tii intracelularni smycky liSici se svoji délkou vzajemné
propojuji jednotlivé transmembranové domény (Palczewski et al., 2000). Tyto extracelularni
smycky jsou zodpovédné za silu signalu a vazbu ligandu. Naopak intraceluldrni smycky
zprostiedkovavaji pienos signalu k heterotrimérnimu G proteinu a substraty jsou dale
fosforylovany pomoci protein kinaz (Morris et Malbon, 1999), viz Obr. 5. Opioidni receptory
jsou navzajem identické zhruba v 60 %, pficemz nejvétsi homologii vykazuji
v aminokyselinové sekvenci transmembranovych domén. Nejvétsi diverzita mezi opioidnimi
receptory se vyskytuje v N a C termindlni doméné, stejné tak v extracelularnich smyckach
(Chen et al., 1993).

COOH-konec 3=
&R
00

Cytoplazmaticky
prostor

Extracelularni

prostor

Obr. 5: Schéma struktury opioidnich receptort

(COOH-konec — karboxylovana C doména; NHz-konec — glokosylovana N doména; C-I, C-I1,
C-I1l — intracelularni smyc¢ky; E-I, E-Il, E-1ll — extracelularni smycky)

Pievzato od Palczewski et al., 2000
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3.2 Aktivace a deaktivace G proteinu

G proteiny jsou heterotrimery skladajici se z a podjednotky a By dimeru. G proteiny
vykazujici  GTPazovou aktivitu, tedy jsou schopné vazat a  hydrolyzovat
guanosintrifosfat - GTP a hraji dalsi role v mnoha aspektech pii bunécné regulaci (Gilman,
1995).

Po vazbé ligandu (agonisty) k opioidnim receptorim dochazi k aktivaci G proteinu
prostrednictvim uvolnéni GDP (guanosindifosfat), ktery je navazan na Ga podjednotku.
Disociace GDP je nahrazena vazbou GTP, pticemZ dojde ke konformacni zméné a disociaci
heterotrimeru na a podjednotku a By dimer. Vnitini GTPazova aktivita o podjednotky urcuje
zivotnost tohoto aktivniho (disociovaného) stavu G proteinu. Za hydrolyzu vazaného GTP zpét
na GDP je zodpovédna opét a podjednotka, kterd se spojuje s Py dimerem a spolecné
se piipojuji zpét k receptoru ptipravenému pro dalsi kolo aktivace (Bourne et al., 1989).
Ob¢ podjednotky mohou regulovat efektory spfazené s G proteinem selektivnim zpiisobem,
ktery muze byt nezavisly, synergicky nebo antagonisticky (Neer et Clapham, 1988). GTPazova
aktivita Ga podjednotky a jeji asociace s fy dimerem je regulovana doplitkovymi proteiny
(RGS - regulators of G protein signaling). RGS proteiny se mohou vazat na Gai podjednotky,
napiiklad pro rychlejsi proces hydrolyzy GTP.

Oba komplexy aktivniho G proteinu ve spojeni S efektory mohou aktivovat
nebo inhibovat celou fadu signalnich drah: i) adenylat cyklazy, ii) fosfolipazy, iii) cyklické

nukleotidové fosfodiesterazy, iv) iontové kanaly (Berman et Gilman, 1998).

3.3 Geny pro opioidni receptory

Opioidni receptory jsou lokalizovany na riznych chromozomech, jak u mysi, tak lidi.
Gen kodujici 6 receptor (DOR) se nachdzi na kratkém rameni chromozomu 1, gen kddujici
p receptor (MOR) je lokalizovany na dlouhém rameni chromozomu 6 a gen pro k receptor

(KOR) lezi na dlouhém rameni chromozomu 8 (Zaki et al., 1996).

3.3.1 MOR - p opioidni receptor

Z ¢lovéka a né€kolika druht zivoc¢icht byl klonovan gen MOR pro opioidni receptor
u ajako jediny ze vSech typu receptoru byl také izolovan (Waldhoer et al., 2004). MOR
receptor byl intenzivné studovan, jelikoz hraje vyznamnou roli ve zprostfedkovani morfinové
analgezie a jinych klinicky vyuzitelnych analgetik, napt. drog. Na zaklad¢ tohoto pozorovani
byl zaveden pojem mnohondsobné p receptory s kiizovou toleranci k odlisnym p-ligandim

(Wolozin et Pasternak, 1981). Genetické a fyziologické zmény ovliviji, jak citlivost MOR

23



K riznym p opioidnim ligandiim, tak rozdily v jejich u¢inku (G¢innosti — potency) u riznych
zivocisnych druhd, coz vedlo k ndvrhu, ze MOR receptor by mohl byt rozdélen na vice
subtypt - MOR1, MOR2 a MOR3 (Pasternak, 2004).

MORs obsahuji vice nez 15 serinovych, treoninovych a tyrosinovych rezidui, které¢ jsou
dostupné protein kinazam, jez fosforyluji receptor. Tato mista obsahuji vSechny tfi
intracelularni smy¢ky a C terminalni konec (Chavkin et al., 2001). U krys jsou MORs
fosforylovany na Ser375 a pti podani ligandi, at’ uz morfinu ¢i DAMGO (synteticky agonista
pro u opioidni receptor - [D-Ala2N -Me-Phe4, Gly5-ol]-enkefalin), dochazi k silné fosforylaci
tohoto zbytku (Kouhen et al., 1999; Schulz et al., 2004). Nicméné nékteré studie uvadéji,
ze morfin a DAMGO mohou vyvolat rizny stupenn fosforylace (Schulz et al., 2004),
cozZ naznacuje, Ze Ser375 neni pravdépodobné jediny fosforylovany aminokyselinovy zbytek
zapojeny v regulaci MORs. Na regulaci ucinnosti agonisti se podili vysoce konzervativni
,DRY motiv‘ GPCR v druhé intracelularni smyc¢ce p opioidniho receptoru. Fosforylace
na Tyr166 zprosttedkovana aktivaci G-proteinu snizuje uc¢innost DAMGO (Clayton et al.,
2010). Nedavna studie prokazala, ze selektivni rozdily agonista v regulaci MOR jsou
ve skutec¢nosti uréeny nejen samotnym zaclenénim fosfatti do populace receptort jako celku,
ale také pritomnosti velkého mnozstvi fosforylovanych zbytkd (multifosforylaci)

v C-terminalni doméné jednotlivych receptort (Lau et al., 2011).

3.3.2 DOR - 0 opioidni receptor

Dle farmakologickych studii byly objeveny dva subtypy 6 receptortt — DOR1 a DOR2.
DOR byl klonovan u nékolika druhti savct, véetné mysi, krys a ¢lovéka, ale nebyla nalezena
zadna cDNA odpovidajici jednotlivym subtypim DOR1 nebo DOR2 (Feng et al., 2012).

Stejné jako u MOR a KOR je desenzitizace DOR ftizena fosforylaci. Fosforylace DOR
byla prokazana, jak s malymi molekulami organickych ligandi, tak s peptidovymi ligandy
uzivanymi pro lécbu. Jak jiz bylo zminéno vySe u MOR, pro regulaci opioidnich receptorii
je zésadni fosforylace v C-terminalni doméné. V piipadé DORs je kliCovym mistem
fosforylace Ser363 (Guo et al., 2000; Bradbury et al., 2009). Tato fosforylace
je zprostiedkovana G-protein receptor kinazou 2 (GRK2), (Pei et al., 1995; Guo et al., 2000).
Nicméné dalsi studie ukazuji, Ze do regulace DORs jsou zapojeny i jiné amino-kyselinové

zbytky (Cvejic et al., 1996).
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3.3.3 KOR -k opioidni receptor

KOR receptor byl klonovan z mnoha zivoc¢isnych druhti jako je krysa, morce,
ale také z clovéka (Waldhoer et al.,, 2004). Klonovany KOR ma vysokou afinitu
k endogennimu peptidu dynorfinu A (1-17), (Chavkin et al., 1982), ale byla také vyvinuta cela
rada selektivnich syntetickych agonisti a antagonistli pro KOR. Stejné¢ jako pro dalsi Cleny
opioidnich receptort, byly i pro KOR popsany « subtypy. Na zékladé farmakologickych studii
byly navrzeny subtypy k1, k2 a k3, dle odliSné aktivity vazebnych mist k riznym ligandim

(Akil et Watson, 1994).

3.3.4 NOP receptor — Nociceptinovy/orfanovy receptor FQ

NOR byl poprvé identifikovan vroce 1994 a od té doby byl nalezen u mnoha
zivoc¢isSnych druhi (Waldhoer et al., 2004), pticemz tyto proteiny byly z 90 % identické a navic
vykazovaly 60% homologii s ostatnimi tfidami opioidnich receptori - DOR, MOR a KOR.
Mimo to, byly popsany sestfihové varianty proteinu NOR ve tkani mozku u laboratorniho
potkana a mysi (Wang et al., 1994; Pan et al., 1998). ProtoZe pocatecni ligand-vazebné studie
klonovaného NOR odhalily velmi nizkou afinitu ke vSem zndmym opioidnim ligandim,
byl tento receptor povazovan za orfanovy (sirot¢i) receptor a nékdy také oznacovan jako
nociceptin nebo ORL-1. Pozdéji byl identifikovan endogenni ligand pro tento sirotéi receptor

a byl nazvan nociceptin/orfanin FQ (Meunier et al., 1995; Reinscheid et al., 1995).

3.4 Opioidy jako analgetika

Opioidy byly pouzivany po staleti a zastaly az do dne$niho dne nejaéinnéjSimi
a nejspolehlivéjsimi analgetiky. Pouzivaji se bézné pro 1é¢bu akutni nebo chronické bolesti
po traumatu, rozsahlych popaleninach nebo po operaci. Jsou také uzivany pacienty
s bolestivym terminalnim onemocnénim jako je rakovina. Mimo silnou analgezii, opioidy
zmiriiuji uzkost, poskytuji mirny pocit sedace a citelny pocit pohody. Problémem je,
7e nejsilngj$i opioidni analgetika jsou také nejvice zneuzivdna a mohou tedy zpisobovat
zavislost (Fields, 2011).

S podavanim opioidli souvisi opioidni tolerance. Opioidni tolerance se uziva v klinické
praxi jako potifeba zvysit davku k udrzeni analgetickych G¢ink. Nicméné toto zvySeni miize
vyvolat vedlejsi nezddouci G€inky jako jsou zacpa, retence moci, nevolnost, respirani deprese
a dalSi. Vzhledem k témto omezenim, miiZe opioidni tolerance vést v kone€ném disledku
ke snizeni pohodli pacienta a preruSeni lécby. Davka analgezie je tedy u kazdého pacienta

individualni (Al-Hasani et Bruchas, 2011).
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Typicky agonista p opioidniho receptoru uzivany pro analgezii je morfin, extrahovany
a purifikovany z opia (McDonald et Lambert, 2005). Morfin je nejvyuzivanéj$i opioid
pro tlumeni silné bolesti, ackoli se ¢asto vyskytuji negativni vedlejsi ucinky jako nevolnost
a zvraceni (Wiffen et al., 2016).

Piritramid je syntetické opioidni analgetikum s G¢innosti 0,65x - 0,75x vyssi, nez morfin.
Bézné se pouziva k 16€bé pooperaéni bolesti, stejn¢ tak jako k 1é¢be chronické bolesti. Jedna
se o silny opioid, ktery miize zptisobovat respiracni depresi, av§ak v mensi mife, nez morfin
(URL:<http://www.hmdb.ca/metabolites>[cit. 2017-1-17]). Pti pouziti piritramidové analgezie

nebyla pozorovana zavislost, ani opiodni tolerance (Saarne, 1969).

3.5 Role opioidnich receptori v nadorové progresi

V poslednich letech se objevuje rostouci zajem o roli analgetik a opioida v souvislosti
s relapsem nadorti a metastdz. Epidemiologické studie naznacuji, ze pacienti, ktefi dostavaji
celkovou anestezii s opioidy maji vétsi rychlost rekurence nadoru nez pacienti, ktefi dostavaji
lokalni nebo regionalni anestezii (Bovill, 2010). Nékolik retrospektivnich studii prokazalo
snizenou incidenci relapsu nadoru po podani regionalni anestezie (epiduralni, intratekalni,
paravertebralni) a snizeni davek podavanych opioidi po chirurgickém odstranéni karcinomu
prsu, karcinomu prostaty, kolorektalniho karcinomu a melanomu (Schlagenhauff et al., 2000;
Exadaktylos et al., 2006; Christopherson et al., 2008), i kdyz jiné skupiny uvadéji méné
robustni asociaci (Gottschalk et al., 2010; Tavare et al., 2012). Epidemiologicky vyzkum
se prevazné zaméfil na potencionalni pozitivni u¢inky regionalnich anestetik, avSak rozdily
Vv rychlosti rekurence nadoru mohou byt vysledkem ptimych ¢i neptimych ucinkli anestetik
nebo opioida na rast nadorovych bunék a metastaz. Mezi piimé Ginky patfi stimulace
proliferace nadorovych bungk, invaze a inhibice apoptdzy, nepiimé Uéinky pak zahrnuji

imunosupresi (Lennon et al., 2012).

3.5.1 Neprimé ucinky

Analgesie u pacientli Snddorovym onemocnénim je zprostfedkovéna predevSim
centralnimi p opioidnimi receptory (Pasternak, 2010), nicméné periferni opioidni receptory
hraji také kli¢ovou roli (Stein et al., 2009). Jedna z nejrozsifenéjSich hypotéz tykajici
se nepfimych ucinki tika, Ze néktera analgetika, ¢i zptsob jejich podani potlacuji aktivitu NK
bunék (natural killer) nebo mohou interferovat s imunitni odpovédi. NK buiiky jsou soucasti
imunitniho systému a funguji jako prvotni obrana proti nddorovym buiikdm, které rozpoznaji

a lyzuji je (Welden et al., 2009; Snyder et Greenberg, 2010). Celkova anestezie vykazuje
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ucinek, ktery vede ke snizeni koncentrace cirkulujicich NK bun€k a opioidy mohou mit
na davce zavisly efekt na cytotoxicitu NK bunc¢k (Snyder et Greenberg, 2010). Opioidni
analgesie mize mit také dalsi efekty na imunitni odpoveéd: morfin inhibuje produkci
protizanétlivych cytokind prostiednictvim monocytt a inhibuje transkripci interleukinu-2
v aktivovanych T-lymfocytech (Gach et al., 2011). Klinické studie na potlaceni imunity opioidy
béhem operace jsou slozité, protoze bolest sama o sobé muize imunitu taktéz potlacovat.
Dutikaz o imunosupresi prostfednictvim opioidi je ziejmy, ale neexistuje dostatek dikazi
in vivo, Ze nadorova progrese je ovlivnéna timto mechanismem. Nicméné i pies soucasny
nedostatek klinickych diikazi, vyuziti regionalnich anestetik, pokud je to mozné, minimalizuje
imunosupresi (Bovill, 2011; Tavare et al., 2012; Welden et al., 2009; Snyder et Greenberg,
2010).

3.5.2 Pi#imé ucinky

Existuji také dikazy o pfimém Uc€inku opioidi na nddorovou progresi nebo rekurenci
nadoru. Angiogeneze je kli¢ovou udélosti ve vaskuldrnim vyvoji a remodelaci tkani, zvIasté
pii vzniku nadort a metastaz. Nadorova angiogeneze je nutna pro progresi nadoru z hlediska
piijmu zivin a kysliku, stejné jako pro vylu¢ovani metabolitti a oxidu uhli¢itého (Folkman,
1971; Carmeliet et Baes, 2008). Naruseni rovnovahy mezi angiogennimi aktivatory a inhibitory
vede k patogenni angiogenezi. Zejména pii nadorové angiogenezi dochazik pievaze aktivatord,
piedevsim vaskularniho endotelialniho ristového faktoru (VEGF), jez je vysoce exprimovan
V nadorovém mikroprostiedi a siln¢ indukuje nddorovou angiogenezi. Pro obnoveni rovnovahy
mezi angiogennimi aktivatory a inhibitory je rozhodujici strategie 1é¢by (Bergers et Benjamin,
2003). VEGF hraje klicovou roli v neovaskularizaci prostiednictvim receptoru pro vaskularni
endotelidlni ristovy faktor (VEGFR2). Bylo prokdzano, ze exprese genu VEGF je stimulovana
hypoxii a onkogenni signalizaci Ras a Myc v nadorovych butikach, coz vede ke tvorbé cév
a nddorové proliferaci. V disledku toho byly vyvinuty Cetné léky pro inhibici nddorové
angiogeneze potlaenim VEGF signalizace (Ferrara, 2009; Mac Gabhann et Popel, 2008;
Carmeliet, 2005).

MOR je hlavnim cilem pro opiaty, jako jsou morfin, fentanyl a heroin, s vazebnou
afinitou o dva fady vyssi, nez je afinita dalsich opioidnich receptorti (Kasai et Ikeda, 2011).
Zajem o piimé UCinky opioidi na naddorovou progresi se objevil pfi vyvoji periferniho
opioidniho antagonisty metylnaltrexonu (MNTX) pouZivaného pro 1éEbu zacpy vyvolanou
opioidy. Metylnaltrexon neprochazi hematoencefalickou bariérou, tudiz je zachovana centralné

zprosttedkovana analgesie (Moss et Rosow, 2008).
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Gupta et al. (2002) prokazali pro-angiogenicky efekt morfinu u karcinomu prsu,
kdyz implantovali bunky karcinomu prsu (MCF-7) do mysi. Védci zjistili, ze klinicky
relevantni davky morfinu (10 uM) vedou ke zvétSeni nadoru a k vyssi vaskularizaci nadoru.
Tento ucinek byl inhibovan soucasnym podavanim terciarntho MOR antagonisty naloxonem.
Dale prokazali, ze morfin podporoval aktivaci receptoru 2 pro vaskularni endotelidlni ristovy
faktor (VEGFR2) a byl signalnim transduktorem a aktivatorem transkripce endotelovych bun¢k
sitnice u my$i. To byla jedna z prvotnich studii prokazujici uc¢inek opioidii in vivo na rust nadort
a angiogenezi.

Lennon et al. (2012) prokazali u¢inek opioidid na angiogenezi béhem laboratornich
studii na lidskych koZnich a plicnich endotelialnich bunkach. Oba, morfin i DAMGO v klinicky
relevantnich koncentracich stimuluji migraci a proliferaci endotelidlnich bunék (typické znaky
angiogeneze) vzajemnou transaktivaci VEGF receptoru. Tento G¢inek by mohl byt blokovan
perifernim MOR antagonistou metylnaltrexonem (Singleton et al., 2006).

Dalsi testovani bunécnych a molekularnich mechanismi opiodli na angiogenezi
ukézalo, Ze vaskularni endotelidlni ristovy faktor (VEGF) a morfin stimuluji aktivaci malé
GTPazy rodiny Ras (RhoA) a nereceptorové tyrosinkinazy (Src) (Singleton et al., 2006).
Toto zjisténi bylo také potvrzeno Zhang et al. (2009), ktefi prokazali, ze fosforylace Src mtize
fungovat jako prepina¢ v MOR signalizaci od inhibi¢niho ke stimulacnimu signalu. Lennon
etal. (2012) prokazali synergicky efekt metylnaltrexonu s 5-fluorouracilem (5-FU)
a bevacizumabem (protilatka proti VEGF) na inhibici VEGF indukované angiogeneze.
Kromé toho, prokazali synergicky efekt metylnaltrexonu s inhibitorem mTOR, nazyvanym
temsirolimus, na angiogenezi. Metylnaltrexon inhibuje prostfednictvim VEGF a morfinu
aktivitu tyrosin fosfatazy asociovanou s membranou. ZvysSena aktivita fosfatazy by mohla
byt zodpovédna za vypinani angiogennich ,,ptepinaci®, jez jsou aktivovany VEGF a morfinem
ptes Src, Akt, mTOR a RhoA (Obr. 6), nicméné nelze vylou¢it i jiné mechanismy (Singleton
et al., 2010; Lennon et al., 2012).

28



MNTX VEGF
@ |_‘
Tyrosin

fosfatiza —

Yy /S

/@\
@
|

Proliferace, migrace, aktin
cytoskeletalni reorganizace

l

Angiogeneze

VEGF receptor

Obr. 6: Schéma reprezentujici inhibici angiogeneze pusobenim metylnaltrexonu (MNTX)

(VEGF vazany k VEGFR indukuje Src aktivaci, Src zprosttedkovava naslednou aktivaci Akt,
RhoA a mTOR, coz vede k proliferaci a migraci endotelidlnich bun€k a aktin cytoskeletalni
reorganizaci, ktera je nezbytna pro angiogenezi.

X
MNTX inhibuje MOR a podporuje tyrosin fosfatazovou aktivitu, coZ vede k inaktivaci Src.
Tato inaktivace dale podporuje dalsi inaktivace Akt, RhoA a mTOR, coZ vede k nésledné
inhibici angiogeneze.)

Piekresleno podle Lennon et al., 2012
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4 CILE PRACE

1. Imunohistochemickd detekce p a k opioidnich receptorti ve formalinu fixovanych
a do parafinu zalitych vzorcich u pacientl s kolorektalnim karcinomem a detekce
exprese p a K opioidnich receptori ze vzorku pacientit s kolorektalnim karcinomem
nebo karcinomem pankreatu za vyuziti metody Real-time PCR.

2. Korelace ziskanych hodnot exprese opioidnich receptorti s klinicko-patologickymi

udaji, daji o 1é¢be a s prezitim pacientt.
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Pacienti

Imunohistochemicka detekce (IHC) opioidnich receptord u (OPRM) a k (OPRK) byla
provedena na vzorcich 166 pacienti s kolorektalnim karcinomem. 30, respektive 31, pacientti
bylo z nasledné analyzy vyfazeno z divodu poSkozeni vzorku v prubéhu IHC. Opioidni
receptor k byl detekovan u 136 pacientti (60 zen a 76 muzii), opioidni receptor p pak u 135
pacienti (59 Zzen a 76 muzl) s kolorektalnim karcinomem ve stadiu I-IV. Primérny vek
vySetfovanych pacientii byl 66 let (minimalni 35, maximalni 91). Charakteristika

vySetfovanych pacientt je shrnuta v Tab. 3

Tab. 3: Charakteristika souboru pacientt s kolorektalnim karcinomem vysetfovanych

na pozitivitu OPRK a OPRM pomoci imunohistochemické detekce

Klinické - . ,
Y . .| @ vék (min; Stddium Intenzita barveni
parametry | Pocet | Zeny/Muzi e ma(x)

Marker 1 2 3 4 1+ 2+ 3+
OPRK 136 60/76 66 (35; 91) 27 40 32 | 37 4 35 97
OPRM 135 59/76 66 (35; 91) 28 39 33 | 35| 12 64 59

Do studie hodnoceni miry genové exprese OPRM a OPRK za pomoci Real-time PCR
bylo zafazeno 153 pacientd S kolorektalnim karcinomem, kterym byla podana piritramidova
(PA), ¢i morfinova analgezie (MA). 9 pacientim ztohoto souboru byly podany obg,
jak piritramidova, tak morfinova analgezie. PA byla podana 102 pacientim (41 Zenam a 61
muzim) s kolorektadlnim karcinomem ve stadiu [-IV, primérny veék pacient byl 69 let
(minimalni 32, maximalni 88). MA byla podana 51 pacientim (16 Zenam a 35 muzim) ve véku

prumérné 63 let (minimalni 25, maximalni 79). Charakteristika pacientt je shrnuta v Tab. 4.

Tab. 4: Charakteristika souboru pacientt s kolorektalnim karcinomem vysetfovanych

na expresi gentt pro OPRM a OPRK pomoci real-time PCR

Klinické .
parametry | Podet | Zeny/Muzi ¢v<;arl]<a(xn)1in; Stadium ASA
Anestezie 1 2 3 4 1 2 3 4
Piritramid | 102 41/61 |69(32;88)| 22 37 26 17 7 51 29 |0
Morfin 51 16/35 |63(25;79)| 13 10 23 5 6 31 7 1
Celkem | 153 57/96 |68(25;88)| 35 47 49 22 13 82 36 1

ASA.. klasifikace hodnotici celkovy stav pacienta
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Mira genové exprese vySe zminénych opioidnich receptord byla pomoci real-time PCR
stanovena také u pacientl S karcinomem pankreatu, kterym byla taktéz podana piritramidova,
¢i morfinova analgezie. Z celkového poctu 105 testovanych pacientd, byly 12 z nich podany
oba typy analgezie. PA byla podana 49 pacientim (21 Zenam a 28 muzim) s karcinomem
pankreatu ve stadiu I-IV, primérny vék pacientd byl 64 let (minimalni 40, maximalni 78). MA
byla podana 56 pacientim (26 zendm a 30 muzim) ve véku primérné 63 let (minimalni 40,

maximalni 77). Charakteristika pacientti s karcinomem pankreatu je shrnuta v Tab. 5.

Tab. 5: Charakteristika souboru pacientt s karcinomem pankreatu vysetfovanych na expresi
genti pro OPRM a OPRK pomoci real-time PCR

L Radikalita
Klinické Y . . 2f
Y . ..| @ vék (min; Stadium resekéniho
parametry| Pocet | Zeny/Muzi ’
max) vykonu

4 RO | R1 R2
13 30 4 15
47 3 6

21 77 7 21

Anestezie 1 2
Piritramid | 49 21/28 64 (40; 78) 9 22
Morfin 56 26/30 63 (40; 77) 6 40
Celkem 105 47/58 63,5 (40; 78) | 15 62

NN (0w
(0]

5.2 Imunohistochemie

5.2.1 Biologicky material

Pro imunohistochemickou detekci byly pouzity stejné pacientské vzorky, které byly
v ramci piedchozi bakalaiské prace zpracovany do tkanovych mikroarrai (TMA).

Donorové bloky pacientt se vzorky kolorektalniho karcinomu byly poskytnuty z Ustavu

klinické a molekularni patologie z Fakultni nemocnice Olomouc.

5.2.2 Chemikalie a roztoky

e OPRML1 Polyclonal Antibody (Thermo Fischer Scientific, PA5-26138)

e Anti-Kappa Opioid Receptor antibody (Abcam, ab113533)

e Dako EnVision™ + Dual Link System — HRP (Dako, K4061, K4063)

e Liquid DAB + Substrate Chromogen System (Dako, 3468) (1 ml DAB + substrate
buffer s 1 kapkou DAB + chromogen)

e Pertex (Bamed, HI-00801)

e deionizovana voda (dH20)

e Aceton (Lachner, 20001-3T0)
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e Xylen (Lachner, 20060-ATO0)

e Etanol (Lachner, 20025-A96)

e 10 mM citratovy pufr (pH = 6; 1000 ml dH»0; 2,9 g CeHsNazO7 - 2H20)

e Zasobni 10x koncentrovany fosfatovy pufr (10x PBS, pH = 6,8) (1000ml dH20; 80 g
NaCl; 2 g KCI; 14,4 g Na,HPO4-2H0; 2,4 g KH2PO4)

e 1x fosfatovy pufr s Tweenem (1x PBS s Tweenem, pH = 7,4) (900 ml dH.O; 100 ml
10x PBS; 1 ml Tween 20

e Roztok blokace endogenni peroxidazy (3% H202) (10 ml 30% H202; 90 ml 1x PBS
s Tweenem)

¢ Blokac¢ni mléko (100 ml 1x PBS s Tweenem; 3 g susené odtuc¢néné mléko; 2 g bovinni
sérovy albumin; 1 ml 10% NaN3)

e Redici roztok pro primarni protilatku (0,9 ml 1x PBS s Tweenem; 0,1 ml fetalni
sérum; 0,01 ml 10% NaN3)

e Redici roztok pro sekundarni protilatku (0,9 ml 1x PBS s Tweenem; 0,1 ml fetalni
sérum)

e Kamencovy Hematoxylin (50 ml 5% KAI(SO4)2-12H20, 1 ml 10% hematoxylinu
v 96% etanolu, 1 ml 2% HslOe, 10 kapek 3% koncentrované HCI (35%)

- 5% zasobni roztok KA1(SO4)2-12H20 (100 ml dH20; 5 g KAI(SO4)2-12H20)

10% zasobni roztok hematoxylinu v 96% etanolu (10 ml 96% etanolu; 1 g
hematoxylinu)

- 2% zasobni roztok Hsl1Og (25 ml destilované dH20; 0,5 g Hs10s)

- 3% zasobni roztok koncentrované HCl (35%) (100 ml dH-O; 8,6 ml konc. HCI
(35%)

5.2.3 Pristrojové vybaveni laboratoie

mikrotom RM 2135 (Reica), termostat IP100 U (LTE), lednice C 4023 (Liebherr), vodni lazen
TWS8 (Julabo), magneticka micha¢ka Heidolph Hei-Standard (Heidolph Instruments GmbH),
vortex V-1 plus (Biosan), minicentrifuga (Thermo Scientific), vahy (Scaltec), pH metr,

laboratorni digestot (Merci), mikroskop (Olympus)

5.2.4 Material

barvici vany dle Coplina s vikem, odmérné valce (0,5 — 1 I), pozitivné nabita podlozni skla
(Thermo scientific), kryci skla, automatické pipety (2 — 1000 pl) a Spicky,

mikrozkumavky (1,5 ml; 2 ml), odpadni lahev, vlhka komurka, plastové stojany
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na zkumavky a mikrozkumavky, pinzeta, bunicina, ochranné rukavice, parafinovy fix Liquid

blocker, centrofix

5.2.5 Vlastni postup

TMA bloky se vzorky, které byly vytvoteny v ramci bakalaiské prace, byly nakrajeny
na fezy o tloustce 4 pm pomoci mikrotomu. Rezy byly nataZeny na podlozni sklo a inkubovany
V termostatu pfi teploté 56 °C do dalSiho dne.

Nasledujici den byla provedena deparafinizace fezi v xylenu a hydratace fezl
Vv sestupné etanolové fadé (100% EtOH, 80% EtOH a 70% EtOH), vzdy po dobu 5 minut.
Po hydrataci byla skla ponechana 40 minut k inkubaci v citratovém pufru umisténém ve vodni
lazni s teplotou 95 — 99 °C. Inkubace v citratovém pufru byla provedena za ufelem rozvolnéni
bunééného povrchu, aby mohla dana protilatka specificky nasednout. Pro zabranéni aktivity
endogennich peroxidaz, byla skla ponofena na 10 minut do roztoku 3% peroxidu vodiku.
Pro zablokovani pozadi byly preparaty pfemistény do bloka¢niho mléka, kde probihala
inkubace pi1 pokojové teploté po dobu 1 hodiny. Po osuSeni skli¢ek ndsledovala aplikace
primarni protilatky. Na fezy bylo aplikovano 200 pl ziedéné protilatky ve vlhké komrce,
kde zistaly fezy pies noc. Redéni primérnich protilatek je zaznamenano v Tab. 6.

Dalsi den byla sklicka ususena a bylo na n¢ naneseno 200 ul sekundérni protilatky
(EnVision™ + Dual Link System, Labelled Polymer — HRP). Sklicka se sekundarni protilatkou
se nechala inkubovat ve vlhké komiirce po dobu 30 minut pii laboratorni teploté. Poté bylo
na preparaty napipetovano 100 ul chromogenu DAB (3,3-diaminobenzidin), aby doslo
k vizualizaci sledovanych proteinti. Pro vizualizaci byl pouzit kit Liquid DAB + Substrate
Chromogen System (Dako, K3468), s kterym se nechaly preparaty 5 — 10 minut inkubovat.
Mezi jednotlivymi vySe zminénymi kroky byly vzdy preparaty 3x oplachnuty v 1x PBS
s Tweenem vzdy po dobu 5 minut.

Pro podbarveni byly preparaty ponofeny na 30 sekund do nadoby s hematoxylinem
a poté do nadoby s destilovanou vodou. Oplach byl provadén 3 minuty pod tekouci vodou.
Nasledovalo odvodnéni preparati ve tfech krocich (v acetonu — 1 minuta, v roztoku 1:1
aceton/xylen — 1 minuta a na konec v xylenu — 1 minuta). Po odvodnéni byla skla zamontovana

do montovaciho média — Pertex a pokryta krycim sklem.
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Tab. 6: Prehled pouzitych primarnich protilatek a jejich fedéni

Detekovany Typ .
. Redéni
protein protilatky
OPRM polyklonalni 1:20
OPRK polyklonalni 1:250

5.2.6 Hodnoceni a statisticka analyza

Exprese sledovanych proteini byla odec¢tena patologem a hodnocena pomoci H skore,
které bere v tvahu % pozitivnich bun¢k a jejich intenzitu zbarveni (0 — negativita, 1+ - slaba
pozitivita, 2+ - stiedni pozitivita, 3+ - silna pozitivita). Stupen pozitivity byl stanoven
na zaklad¢ intenzity zbarveni pozitivni tkan¢ do hnéda (Obr. 7 a Obr. 9), za podminek

uvedenych v Tab. 7. Negativni tkan (Obr. 8 a Obr. 10) byla zbarvena pouze do modra.

Tab. 7: Pfehled intenzity zbarveni a odpovidajiciho stupné pozitivity,

dle hodnotici metody — H skore

Intenzita zbarveni | Stuper pozitivity Pozitivita
0-9% 0 Negativni
10-29 % 1+ Slaba pozitivita
30-60% 2+ Stiedni pozitivita
61 — 100 % 3+ Silna pozitivita
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Obr. 7: Vizualizace imunohistochemické Obr. 8: Vizualizace imunohistochemické
detekce OPRK v pozitivni tkani detekce OPRK v negativni tkani

ZvétSeni 10x ZvétSeni 10x

r

ot
-,

£5
Obr. 9: Vizualizace imunohistochemické Obr. 10: Vizualizace imunohistochemické
detekce OPRM vV pozitivni tkani detekce OPRM vV negativni tkani
ZvetSeni 10x ZvétSeni 10x

Stupeni pozitivity byl s dal§imi daty o studovanych vzorcich zpracovan v pocitacovém
statistickém softwaru R. Prostfednictvim log-rank testu byla provedena analyza vlivu
jednotlivych faktort (histologického typu a stadia) na celkové piezivani(OS — overall survival)
a délku bezpiiznakového obdobi (DFS — disease free survival). Prezivani (DFS, OS) byla
nasledné modelovana prostfednictvim univariatntho Coxova regresniho modelu

a multivaridtniho Coxova regresniho modelu, tj. s adjustaci vzhledem ke gradingu, velikosti
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nadoru, postizeni uzlin, stadiu a véku. Kiivky piezivani byly odhadnuty metodou
Kaplan-Meiera. Hladina signifikance byla u vSech analyz stanovena 5 %.
Nezavislost kategoridlnich proménnych (pohlavi, diagnéza, grading, velikost nddoru, postizeni
uzlin, vzdalené metastazy, skore dle Dukese, stddium, typ operace — paliativni/radikalni,
neoadjuvance, radioterapie, adjuvantni chemoterapie vs. kategorie intenzity zbarveni) byla
otestovana prostfednictvim Fisherova exaktniho testu nazavislosti. Vékova distribuce
V jednotlivych podskupinach pacienti dle intenzity zbarveni byla porovnana vyuzitim

Kruskalova-Wallisova neparametrického testu.
5.3 Reverzné-transkriptazova PCR v realném case (Real-time RT-PCR)

5.3.1 Biologicky material

Pro analyzu genové exprese pomoci real-time PCR byly pouzity vzorky nddorové tkané
153 pacienti s kolorektalnim karcinomem a 105 pacientti s karcinomem pankreatu ulozené

v RNA lateru v — 80 °C.

5.3.2 Chemikalie a roztoky

¢ RNA later: RNA Stabilization Reagent (Qiagen, 76106)

e TRI reagent (Molecular Research Center, TR118)

e Isopropanol (Sigma-Aldrich, 19516)

e Chloroform (Serva, 45627)

e Etanol (Lachner, 20025-A96)

e DEPC treated water (Ambion, AM9916)

e deionizovana voda (dH20)

e Random Primer (Promega, C1181)

e RNA inhibitor 30 U/ul (Promega, N2111)

e dNTP 10mM (Promega; dATP (U1202), dGTP (U1212), dCTP (U1222), dTTP
(U1232)) (4x 0,1 ml zasobnich ANTP doplnéno DEPC vodou do 1 ml)

e Revezrni transkriptaza RevertAid H Minus M-MuLV a reakéni pufr 5x (Thermo Fischer
Scientific, EP0451)

e TagMan Gene Expression Assay (Life Technologies; OPRK (Hs00175127_ml), OPRM
(Hs01053957), ACTB (Hs99999903_ml))
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5.3.3 Pristrojové vybaveni laboratoie

kombinovana chladnicka (Gorenje), vortex (Scientific Industries), minicentrifuga (Eppendorf),
vahy (Scaltec), laminarni box (BioAir), termocykler PTC 100 (MJC), chlazena centrifuga
(Hermle), termoblok (Eppendorf), homogenizator Mixer Mill 300 (Retsch), nanodrop ND 1000
(Nanodrop), speedVac Eppendorf 5031 (Eppendorf), lightCycler 1536 (Roche), echo Liquid
Handler (Roche), sklenény PCR box, Biohazard box HERASAFE KS 18 (Thermo Scientific)

5.3.4 Material

automatické pipety (2 — 1000 ul) a $pi¢ky, multikanalové pipety (0,5 — 100 ul), mikrozkumavky
(1,5 ml; 2 ml), epDualfilter T.I.P.S. (Eppendorf), 0,2ml Thermo-Tube (ABgene), sklenéné
homogeniza¢ni kulicky, odpadni lahev, LC1536 multiwell plate, 384 jamkova desticka,
folie na PCR desticky, plastové stojany na zkumavky a mikrozkumavky, pinzeta, nizky,

bunicéina, ochranné rukavice, centrofix

5.3.5 Vlastni postup

Izolace totalni RNA 7z tkani a stanoveni koncentrace RNA

Z 20 - 40 mg nadorové tkané uskladnéné v RNA lateru byla fenol-chloroformovou
metodou izolovana totalni RNA. Fenol-chloroformova extrakce RNA je zaloZzena na separaci
fazi, kdy vznikaji 3 faze: 1. spodni faze obsahujici detrit, lipidy, proteiny a DNA; 2. prostiedni
mezivrstva je tvorena prstencem DNA a 3. horni faze obsahuje RNA.

Nadorova tkan byla rozstfihana na malé kousky do 2ml zkumavky a Kk ni byly ptidany
2 sterilni sklenéné kulicky a 1 ml komeréniho TRI reagentu (smés guanidinu thiokyanatu
a fenolu). Mikrozkumavky byly homogenizovany pii 30 Hz na homogenizéru po dobu 4 minut.
Poté bylo ke kazdému vzorku TRI lyzatu ptfidano 200 upl chloroformu a smés byla
centrifugovana 15 minut pii 12 000 g, 4 °C. Po centrifugaci doslo k separaci fazi, byla odebrana
horni vodna vrstva obsahujici RNA a pfenesena do Cisté zkumavky. Do zkumavky s RNA byl
pfidan stejny objem isopropanolu jako byl objem RNA a nasledovala precipitace RNA
pti pokojové teploté. Centrifugaci vzorkti 10 minut pti 12 000 g, 4 °C byla ziskdna RNA peletka
na dné¢ zkumavky. Supernatant nad peletou byl odpipetovan a peleta byla promyta 1,5 ml
75% etanolu. Nasledovala centrifugace 5 minut pii 12 000 g, 4 °C, opét byl odpipetovan
supernatant a nov¢é vznikla peleta se nechala susit na vzduchu 3 - 5 minut. RNA peleta byla
resuspendovana v cca 25 ul DEPC treated vody a vzorek byl zahiivan 10 minut na 60 °C

v termobloku. Poté byly vzorky ochlazeny v chladicim stojanu.
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Ze vzorkl bylo odebrano 1,2 pl RNA a byla zméfena koncentrace a Cistota RNA

na piistroji Nanodrop ND 1000 dle navodu.

Reverzni transkripce

Pti reverzni transkripci dochazi pomoci enzymu reverzni transkriptazy k ptepisu RNA
do komplementarni jednovlaknové DNA (cDNA).

Reverzni transkripce byla provedena ze 3 pg vyizolované celkové RNA v reakénim
objemu 30 pl za pouZiti random primert a revezrni transkriptazy RevertAid H Minus M-MuLV.
Objem pouzit¢ RNA byl spocitan z jeji koncentrace a doplnén vodou na objem 19,5 pl.
K objemu RNA s vodou bylo vzdy ptidano 0,6 pl random primerti. Vzorky byly inkubovany
5 minut pti 70 °C. Dale byla ptipravena reakéni smés (viz Tab. 8), ktera byla rozpipetovana
po 9,75 ul do kazdé PCR zkumavky a nasledné¢ bylo ke vzorkiim pifidano 0,75 ul reverzni
transkriptazy RevertAid H Minus M-MuLV. Podminky reverzni transkripce jsou zaznamenany

v Tab 9. Ziskana cDNA byla uchovana pii -20 °C a nasledné pouzita pro real-time PCR.

Tab. 8: Slozeni reak¢éni smési pro reverzni transkripci

] Objem pro 1
Reagencie
vzorek [ul]
5x reakeni pufr 6
10 nM dNTP 3
30 U/ul RNA inhibitor 0,75

Tab. 9: Podminky reverzni transkripce

Kroky Teplota [°C] | Cas [min]
1. krok 42 60
2. krok 70 10
Chlazeni 4 -
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Real-time PCR

Mira exprese opioidnich receptorti p a k a housekeepingového genu aktinu f (ACTB)
byla vysetfena na ptistroji LightCycler 1536.

Vzorky cDNA byly napipetovany po 10 ul na 384 jamkovou desti¢ku a byly opakované
pouzity na jednotlivé PCR se specifickymi markery. Desticka se vzorky byla uchovana
v -20 °C. Dle rozpisu (viz Tab. 10) byla pfipravena reakéni smés pro jednotlivé markery
(vZzdy pouze pro jeden vySetiovany gen) a rozpipetovana do 30 jamek (6x5 jamek) na novou
384 jamkovou desticku. Pomoci ptistroje Echo Liquid Handler byla reakéni smés
rozpipetovana na 1536 jamkovou desticku po 882,5 nl, dle schématu piednastaveného
V pristroji. Nasledné byly k reakéni smési ptidany vzorky po 117,5 nl/jamku. Kazdy vzorek
byl na desti¢ku nanesen ve 4 opakovanich. Celkovy reakéni objem na jednu jamku €inil 1 pl.

Postup byl opakovan celkem tfikrat, pro kazdy sledovany marker zv1ast'.

Tab. 10: Slozeni reak¢ni smési pro PCR

) Objem pro 1536
Reagencie
vzorku [pl]

Voda 720
LC 1536 Probes

1114
Master 5x
TagMan Assay 132

Ptipravena 1536 jamkova desticka byla pokryta a zatavena folii a nasledn¢ umisténa
do LightCycleru 1536, kde byla spusténa PCR. Teplota a délka amplifikace byly nastaveny

dle podminek uvedenych vyrobcem TagMan Gene Expression Assay, viz Tab. 11.

Tab. 11: Podminky PCR reakce

Cyklus Teplota [°C] Cas Pocet cykla
Aktivace 95 10 min 1
. 95 15s
Amplifikace : 50
60 1 min
Chlazeni 37 1ls 1
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5.3.6 Hodnoceni a statisticka analyza

Ze 4 hodnot ziskanych z téhoz vzorku PCR analyzou byl spocitan aritmeticky pramér,
ktery byl dale pouzit pro hodnoceni miry genové exprese. Mira genové exprese opioidnich
receptortl u a k byla stanovena na zaklad¢ relativni kvantifikace. Exprese studovanych markert
byla normalizovana na expresi referencniho genu pro aktin B. Pro stanoveni genové exprese
opioidnich receptorii u a k a normalizaci této hodnoty u jednotlivych vzorkii byla pouzita

metoda AA Ct(delta delta Cy), kdy se postupovalo, dle nasledujiciho vzorce:

AAC: = AC; (o hodnot vzorku) — AC; (referen¢ni gen)

2 AACt= pormalizovany expresni pomér

Vysledkem pro nés tedy byl normalizovany expresni pomér, ktery ndm urcoval relativni
mnozstvi genové exprese sledovaného markeru ve vzorku v porovnani s referenénim genem.
V piipadé, ze nebyl vzorek amplifikovan béhem PCR reakce ani v 1 ze 4 reakci, byla
mu pridélena Ct hodnota 50, protoZe amplifikace probihala v 50 amplifika¢nich cyklech.

Z normalizované¢ho expresniho poméru byly pro kazdy soubor pacientii spocitany
specifické cut off hodnoty pro jednotlivé markery (Tab. 12) pomoci maxstat funkce
ze stejnojmenného balicku v R softwaru. Na zaklad¢ téchto cut off hodnot byla exprese
kategorizovana jako negativni (hodnota exprese mensi nebo rovna cut offu) a pozitivni (hodnota
exprese vetsi nez odpovidajici cut off). Pro takto kategorizovanou hodnotu exprese byla
provedena analyza piezivani. Analyza celkového piezivani (OS — overall survival), délky
bezptiznakového obdobi (DFS — disease free survival), piezivani bez relapsu (RFS — relaps free
survival) a nadorové specifického piezivani (CSS — cancer specific survival) pro kazdy marker

byla provedena univariatni analyzou log-rank testem a Coxovou regresni analyzou.

Tab. 12: Kritéria pro hodnoceni vzorka (cut off hodnoty)

Kolorektalni Karcinom
Marker _
karcinom pankreatu
Cut off hodnota pro OPRM 10,4 7,4
Cut off hodnota pro OPRK 11,5 12,6
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6 VYSLEDKY

6.1 Imunohistochemie

Na tkéanich kolorektalniho karcinomu byla testovana exprese proteini OPRK a OPRM
(Tab. 3), za pouziti komeréné¢ dostupnych protilatek, pomoci nepiimé dvojstupnové
imunohistochemické metody. Intenzita exprese proteini OPRK a OPRM byla hodnocena
v cytoplazmatické membrané nadorovych bunék. Vysledna data o expresi proteini OPRK
a OPRM byla korelovana s klinicko-patologickymi udaji a jejich mozném vlivu na celkové
ptezivani (OS) a délku bezptiznakového obdobi (DFS) ve statistickém pocitaCovém
softwaru R.

Z multivariatni Coxovy regresni analyzy (pii adjustaci vzhledem ke gradingu, velikosti
nadoru, postizeni uzlin, stadiu a véku) je patrné, ze pacienti s novotvarem C20 (zhoubny
novotvar kone¢niku) maji vyssi riziko amrti pro OS HR = 1,8, 95%CI = (1.02-3.24),
p-value = 0,043, nez pacienti s novotvarem C18 (zhoubny novotvar tlustého stieva). TotéZ plati
pro DFS HR =1,9, 95%CI = (1.1-3.4), p-value = 0,023 viz Tab. 13. V univariatni analyze
prezivani vSak vliv diagnozy neni statisticky vyznamny.

Na zaklad¢ univariatni analyzy piezivani jednozna¢né ovliviuje stadium (log-rank test,
p-value < 0.001 pro OS i DFS), velikost tumoru (log-rank test, p-value (OS) = 0.017,
resp. p-value (DFS) = 0.006), postizeni uzlin  (log-rank test, p-value < 0.001 pro OS
i DFS) a vzdalené metastazy (log-rank test, p-value (OS) = 0.001, resp. p-value
(DFS) < 0.001), proto byly tyto parametry pouzity v multivariatni analyze pfezivani.

Tab. 13: Vliv histologického typu na celkové piezivani a délku bezpiiznakového obdobi
testovany prostiednictvim log-rank testu (p-value) a HR spolu s 95% konfiden¢nim
intervalem z odpovidajiciho Coxova regresniho modelu pro jednotlivé kategorie

(vztazeno K histologickému typu C18)

Histologicky N Eventspro | HR (95% ClI) Events pro HR (95% ClI)
typ (0N} pro OS DFS pro DFS
C18 76 | 38 (50 %) 42 (55.3 %)

C19 26 | 11 (42.3%) | 1.1(0.49-2.28) | 14 (53.8%) | 1.1 (0.51-2.33)
C20 63 | 33 (52.4 %) | 1.8 (1.02-3.24) * | 35 (55.6%) | 1.9 (1.1-3.4) **

* test vyznamnosti regresniho parametru, p-value = 0,043

** test vyznamnosti regresniho parametru, p-value = 0,023

42



N...celkovy pocet pozorovani v dané kategorii

Events...pocet udélosti (imrti) i s procentudlnim vyjadienim

Z grafu 1 — srovnani distribuce postizeni uzlin v podskupinach dle intenzity barveni
(Fisherav exaktni test, p-value = 0,029) je patrné, Ze mezi pacienty se silnou pozitivitou (3+)
OPRM je veétsi zastoupeni téch s pozitivnimi uzlinami, nez mezi pacienty se slabou (1+)
a stiedni (2+) pozitivitou OPRM. Z toho vyplyva, Zze vyssi exprese proteinu OPRM by mohla
souviset s poctem postizenych lymfatickych uzlin, tedy schopnosti nemoci se rozsifovat.

Porovname-li intenzitu barveni obou receptorti je ziejmé, Ze s rostouci pozitivitou
jednoho receptoru roste pozitivita receptoru druhého (Fisheriv exaktni test, p-value = 0,018),
i kdyz vice, nez polovina vzorkd S intenzitou 2+ pro OPRM vykazovala jiz intenzitu

3+ pro OPRK, viz Tab. 14 a Graf 2.

Graf 1: Srovnani distribuce pozitivity/postizeni uzlin vzhledem k expresi (intenzité zbarveni)

OPRM

Fisher's exact test, p-value=0.029
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Graf 2: Srovnani distribuce intenzity barveni OPRK vzhledem k pozitivit¢ OPRM

Fisher's exact test, p-value=0.018
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Tab. 14: Cetnost intenzity barveni pro OPRK vs. pro OPRM

OPRM
1+ 2+ 3+ sum
OPRK 1+ 1 2 1 4
2+ 5 19 8 32
3+ 4 40 45 89
sum 10 61 54 125

Hodnoty exprese OPRM a OPRK byly analyzovany vzhledem k ptezivani OS a DFS
pomoci log-rank testu a Coxova regresniho modelu s adjustaci vzhledem ke gradingu, velikosti
nadoru, postizeni uzlin, stadiu a veéku. Jako referen¢ni kategorie byla stanovena intenzita
barveni 3+. V ramci univariatni analyzy nebyl zji$tén statisticky vyznamny vliv exprese OPRK
na OS (log-rank test, p-value = 0,327), resp. DFS (log-rank test, p-value = 0,531). V piipadé
OPRK je v multivariatnim regresnim modelu hodnota DFS HR = 0,5, 95%CI = (0.25-1.07),
p-value = 0,073 pro kategorii 2+ (tzn. 0,5x mens$i riziko udalosti pro kategorii 2+) vuci
referen¢ni kategorii 3+, viz Tab. 15 a Graf 3. Ackoli jde o nesignifikantni vliv (na hlading
5 %), dalo by se uvazovat o trendu pro kategorii 2+ (vzhledem k 3+ jako referen¢ni kategorii)
pfi hladingé 10 %. Pacienti se stejnymi faktory (stejnym stadiem, postizenim uzlin, vékem atd.
a ,,méné pozitivnim*“ OPRK) by mohli mit lep§i DFS. Daéle nebyl zjistén statisticky vyznamny
vliv imunohistochemické exprese OPRM na OS ani DFS v nasem souboru pacientt (log-rank

test, p-value (OS) = 0,771; p-value (DFS) = 0,742).
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Tab. 15: Vliv intenzity exprese OPRM na OS (p-value = 0,771) a DFS (p-value = 0,742)
testovany prostfednictvim log-rank testu (p-value) a HR spolu s 95% konfiden¢nim
intervalem z odpovidajiciho multivariatniho Coxova regresniho modelu adjustovaného
vzhledem ke gradingu, velikosti nadoru, postizeni uzlin, stadiu a véku

(vztazeno k referenéni kategorii 3+)

Intenzita
Events pro HR (95% ClI) Events pro HR (95% ClI)
exprese | N
OS pro OS DFS pro DFS
OPRK
3+ 97 | 50 (51.5 %) 55 (56.7 %)

2+ 35| 14(40%) | 0.6(0.28-1.22) | 17 (48.6%) | 0.5 (0.25-1.07) *

1+ 4 3 (75 %) 1 (0.22-4.49) 3(75%) | 0.8(0.18-3.54)
* test vyznamnosti regresniho parametru (Walduv test), p-value = 0,073

N...celkovy pocet pozorovani v dané kategorii
Events...pocet udalosti (Umrti) i s procentudlnim vyjadienim

Events pro OS...pocet udalosti (amrti/relapst) i S procentualnim vyjadienim

Graf 3: Ktivky piezivani (Kaplan-Meiertv odhad) DFS a vysledky univariatni analyzy

piezivani pacientu dle stupné pozitivity exprese OPRK v cytoplazmatické membrané

nadorovych bunék
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6.2 Reverzné transkriptazova PCR v realném case

Ze vzorku tkani kolorektalniho karcinomu a karcinomu pankreatu byla stanovena mira
exprese gent OPRK a OPRM (Tab. 4 a Tab. 5). Naméfené hodnoty exprese testovanych
markerti byly korelovany s klinicko-patologickymi znaky a pfezivanim pacienti (OS, DFS,
RFS a CSS).

Dle ziskanych hodnot o expresi OPRM a OPRK ve vzorcich kolorektalniho karcinomu,
byly vzorky vyhodnoceny jako pozitivni nebo negativni vici expresi OPRM a OPRK
dle stanovenych cut-off hodnot, kdy cut off hodnota pro OPRM byla 10,4 a pro OPRK 11,5.
Byl vyhodnocen vliv takto kategorizovanych hodnot OPRM a OPRK na pfezivani,
ktery se ukazal jako nevyznamny (log-rank test pro OPRM, p-value (OS) = 0,667; p-value
(CSS) = 0,684; p-value (DFS) = 0,685), viz Graf 4 — 6, (log-rank test pro OPRK, p-value
(OS) =0,281; p-value (CSS) = 0,56; p-value (DFS) = 0,6709), viz Graf 7 — 9. Daéle byla
provedena univariatni analyza piezivani u pozitivnich pacientta (vzhledem k expresi OPRM
a OPRK) dle podané analgezie (morfinové ¢i piritramidové). Pacienti, kterym byla podavana
piritramidova analgezie a vykazovali pozitivitu OPRK, maji lepsi CSS (p-value = 0,045),
nez pacienti, kterym byla podavana morfinova analgezie, viz. Graf 10. Nebyl ovsem zjistén
statisticky vyznamny vliv analgezie v souvislosti s pozitivitou exprese OPRM na OS, DFS,
ani CSS a ani vliv analgezie v podskupiné pozitivnich OPRK na OS a DFS v nasem souboru

pacientl S kolorektalnim karcinomem.

Graf 4 - 6: Ktivky prezivani (Kaplan-Meieruv odhad) OS, CSS a DFS pacientu dle pozitivity
¢i negativity vici expresi OPRM u pacientti s CRC

OPRM.ACTB OPRM.ACTB OPRM.ACTB
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Graf 7 - 9: Ktivky ptezivani (Kaplan-Meieriiv odhad) OS, CSS a DFS pacientu dle pozitivity
¢i negativity vici expresi OPRK u pacientti s CRC

OPRK.ACTB OPRK.ACTB OPRK.ACTB

Graf 10: K#ivky prezivani (Kaplan-Meieriv odhad) CSS a vysledky univariatni analyzy

prezivani pacientt dle exprese OPRK a podané analgezie u pacienti s CRC
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Taktéz pacienti s karcinomem pankreatu byli, dle pfedem stanovenych cut-off hodnot,
rozdéleni na pozitivni a negativni vii¢i expresi OPRM a OPRK, kdy cut off hodnota pro OPRM
byla 7,4 a pro OPRK 12,6. Byl vyhodnocen vliv takto kategorizovanych hodnot OPRM a OPRK
na piezivani. Pro OPRM se ukézal jako nevyznamny (log-rank test pro OPRM, p-value
(OS) =0,65; p-value (RFS) = 0,355), viz Graf 11 a Graf 12 a pro OPRK jako vyznamny
(log-rank test, p-value (OS) = 0,042; p-value (RFS) = 0,038), viz dale str. 50 -51,
Graf 17 a Graf 18.
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Graf 11 - 12: K¥ivky prezivani (Kaplan-Meiertiv odhad) OS a RFS pacientd dle pozitivity

¢1 negativity vici expresi OPRM u pacientii s karcinomem pankreatu
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Z grafu 13 — podilu pozitivnich pacientli dle exprese OPRM vzhledem k radikalité

operacniho vykonu je patrné, ze mezi pacienty, ktefi podstoupili chirurgicky zakrok

s radikalitou 0 a 1 (RO+R1) bylo vice nez 90 % téch s pozitivni expresi OPRM, zatimco mezi

pacienty s radikalitou chirurgického zakroku 2 (R2), byl tento podil jen necelych 41 %

(Fishertv exaktni test, p-value < 0.001). Ztoho vyplyva, ze mezi operabilnimi pacienty

(radikalita RO+R1) jednoznaéné ptevazuji ti s pozitivitou OPRM, zatimco u paliativné 1é¢enych

pacientli je tento podil méné nez polovicni. Stejné tak klesd signifikantné podil OPRM

pozitivnich pacient se zvySujicim se

p-value < 0.001), viz Graf 14.

stadiem onemocnéni

(Fishertiv  exaktni

test,

Graf 13: Podil pozitivnich pacienti dle exprese OPRM vzhledem k radikalité opera¢niho

vykonu (Fisheruv exaktni test, p-value < 0.001)
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Graf 14: Podil pozitivnich pacientd dle exprese OPRM vzhledem ke stadiu onemocnéni

(Fishertiv exaktni test, p-value < 0.001)
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Stejné jako u pacientti s kolorektalnim karcinomem, také u pacienti s karcinomem

pankreatu byla provedena univariatni analyza piezivani, a to pro podskupinu pacienti

operovanych radikaln¢ (RO+R1), s pozitivni expresi OPRM, resp. OPRK vzhledem k podané

analgezii (morfinové ¢i piritramidové). Pacienti s pozitivni expresi OPRM, kterym byla

podavana morfinova analgezie maji lepSi prezivani (p-value (OS) = 0,047; p-value

(RFS) =0,017), nez pacienti, kterym byla podavana piritramidova analgezie, viz Graf 15

a Graf 16. Pacientii s negativni expresi OPRM bylo pouze 5, proto nebyl vliv analgezie

na prezivani v této podskupiné vysetfovan.

49



Graf 15: Ktivky prezivani (Kaplan-MeierGiv odhad) OS a vysledky univariatni analyzy

ptezivani pacientd dle exprese OPRM a podané analgezie u pacientti s karcinomem pankreatu
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Graf 16: Kiivky prezivani (Kaplan-Meiertiv odhad) RFS a vysledky univariatni analyzy

piezivani pacientt dle exprese OPRM a podané analgezie u pacientd s karcinomem pankreatu
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Z univariatni analyzy je vidét, ze pacienti s negativni expresi OPRK maji lepsi OS
a RFS (log-rank test, p-value (OS) = 0,042; p-value (RFS) = 0,038), nez pacienti S pozitivni
expresi OPRK, viz Graf 17 a Graf 18. Nicmén¢ tato analyza muze byt ovlivnéna malym
poctem negativnich pacientil, proto by bylo potieba toto tvrzeni ovéfit na vétSim souboru
pacientt. Pfi srovnani pacientii s pozitivni expresi OPRK dle podané analgezie vzhledem
K pfezivani je ziejmé, ze pacienti, kterym byla podavana morfinova analgezie maji lepsi OS
a RFS (log-rank test, p-value (OS) = 0,026; p-value (RFS) = 0,003), neZ pacienti, kterym byla
podavana piritramidova analgezie, viz Graf 19 a Graf 20. Podobné srovnani pro podskupinu
pacientli s negativni expresi OPRK nemd opét zdivodu malého poctu pacientl

(10, resp. 9 pacientii s udanou analgezii) vyznam.

Graf 17: Kfivky prezivani (Kaplan-Meieriiv odhad) OS a vysledky univariatni analyzy

ptezivani pacientd dle pozitivity ¢i negativity OPRK u pacientii s karcinomem pankreatu
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Graf 18: Kiivky prezivani (Kaplan-Meierv odhad) DFS a vysledky univariatni analyzy

ptezivani pacientd dle pozitivity ¢i negativity OPRK u pacientii s karcinomem pankreatu
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Graf 19: Ki#ivky prezivani (Kaplan-Meiertiv odhad) OS a vysledky univariatni analyzy

piezivani pacientt dle exprese OPRK a podané analgezie u pacientd s karcinomem pankreatu
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Graf 20: Ktivky prezivani (Kaplan-Meieriiv odhad) DFS a vysledky univariatni analyzy

ptezivani pacientl dle exprese OPRK a podané analgezie u pacientd s karcinomem pankreatu
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Vysvétlivky ke grafim s kiivkami prezivani:

n — pocet testovanych pacient

events — pocet udalosti (imrti, relapst) i s procentudlnim vyjadienim
D — dipidorol = piritramidova analgezie

M — morfinova analgezie

Osa ,,y* — podil pacientt

Osa ,,x““ — Cas (pocet mesicil)
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7 DISKUZE

Cilem ptedkladané diplomové prace bylo detekovat expresi genit OPRM a OPRK pomoci
real-time PCR a expresi jejich proteini pomoci imunohistochemie ve tkanich kolorektalniho
karcinomu, resp. karcinomu pankreatu. Poté zjistit vliv jednotlivych faktort, vliv exprese
OPRM a OPRK a vliv podané analgezie na piezivani pacientt.

Z vysledkl z multivariatni analyzy vyplyva, Zze pacienti s karcinomem kone¢niku
(C19-C20) maji horsi OS a DFS, nez pacienti s karcinomem tlustého stieva (C18). Toto tvrzeni
vsak nebylo potvrzeno univariatni analyzou. Ve studii Seigel et al. (2014) uvadi, ze celkové
Sleté ptezivani je mirné lepsi u karcinomu kone¢niku (66,5 %), nez u kolorektalniho karcinomu
(64,2 %). Naopak Lee et al. (2013) pozorovali piezivani ve vztahu K histologickému typu
a stadiu onemocnéni a zjistili, Ze pacienti s kolorektalnim karcinomem a stadiem onemocnéni
1B méli o 4 mésice delsi pfezivani neZ pacienti s karcinomem konecniku ve stejném stadiu.
Je velmi pravdépodobné, Ze rozdily jsou dany riiznou strukturou souboru pacienti.

V naSem souboru pacientll jsme pozorovali, ze stadium a dalsi faktory s nim souvisejici
(velikost tumoru, postizeni uzlin a vzdalené metastazy) jednoznacné ovliviuji pfeZivani
U pacientl S kolorektalnim karcinomem. S vyssim staddiem onemocnéni souvisi horsi OS 1 DFS.
Tyto vysledky jsou vsouladu se studiemi mnoha dalSich autort jako Musil (2003)
nebo Oh et al. (2007).

Dale jsme zjistili, Ze vyssi exprese OPRM ve tkanich kolorektalniho karcinomu by mohla
souviset se Sifenim nadoru (stadiem onemocnéni) a tedy horSim pfezivanim. Nasi hypotézu
potvrzuje studie Yao et al. (2015), ktera prokazala kratsi OS u pacientt s vyssi expresi OPRM
ve tkanich kolorektalniho karcinomu. Mimo-to pozorovali vyssi expresi OPRM ve tkanich
karcinomu tlustého stfeva nez karcinomu pankreatu. Také vyssi exprese OPRK ve tkanich
kolorektalniho karcinomu souvisi S hor§sim DFS. Tomuto faktu odpovidd nase zjisténi,
7e S rostouci pozitivitou jednoho receptoru signifikantné roste pozitivita receptoru druhého.
Vliv exprese OPRK, detekované pomoci imunohistochemie na tkanich kolorektalniho
karcinomu, na ptezivani pacientii, prozatim nebyl publikovan v odborné literatufe.

Hlavnim cilem metodické ¢asti PCR bylo zjistit hladinu exprese genit OPRM a OPRK
a vliv morfinové a piritramidové analgezie na pfezivani pacientu s kolorektalnim karcinomem
a karcinomem pankreatu. Takova rozsahla studie, ktera by srovnavala vliv vice druhti analgezie
u ruznych typt nadori soucasné, nebyla doposud publikovana. Jsou vSak znamy studie,
kdy jejich autofi sledovali vliv morfinu a exprese opioidnich receptorti na piezivani pacientti

(Yang et al., 2011; Wang et al., 2015).
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Z vyslednych dat vyplyva, ze pacienti s kolorektalnim karcinomem pozitivni na expresi
OPRK, kterym byla podéna piritramidovéa analgezie, maji lepsi CSS nez pacienti, jimz byla
podana analgezie morfinova. Je zajimavé, Ze U pacientt S karcinomem pankreatu byl prokazan
efekt opacny. Tedy pacienti pozitivni na expresi genu OPRK méli lepsi OS a RFS po podani
morfinové analgezie nez po podani analgezie piritramidové.

Rozdilny efekt mize byt zplisoben mirou exprese opioidnich receptorti u jednotlivych
nadorli, zpisobem jejich aktivace, vlivem na signdlni drahy fidici nadorovu proliferaci
a angiogenezi a V neposledni fad¢ také moznosti vzajemnych interakci mezi receptory.
Toto tvrzeni Castetné podporuje jiny experiment provedeny v nasi laboratofi, kdy byla
testovana aktivita OPRM a OPRK po stimulaci riznymi opioidy. Zjistili jsme, ze morfin
aktivuje pouze OPRM, zatimco piritramid pouze OPRK, tudiz by zde mohla vyznamnou roli
hrat vzdjemna interakce mezi receptory a aktivace obou signalnich drah soucasné.

V mnoha dal$ich studiich mizeme pozorovat negativni vliv exprese OPRM na piezivani
pacinetd. Singleton et al. (2014) prokazali vyrazné zvysenou expresi OPRM u matastazujicich
pacientt s karcinomem plic, coz souvisi s krat§i dobou pfezivani a poukazuji tak na pfimé
ucinky OPRM v nadorové progresi. Z klinické studie autort Zylla et al. (2013), ktefi provedli
restrospektivni analyzu pacientti s pokroc¢ilym nadorem prostaty, také vyplyva souvislost mezi
zvySenou expresi OPRM a kratS§im OS a PFS (Progression free survival — pfezivani
bez progrese). Studie dalsich autorti (Afsharimani et al., 2011; Mathew et al., 2011) uvadéji,
ze p opioidy stimuluji angiogenezi a nadorovou progresi prostiednictvim OPRM receptoru.
Gupta et al. (2002) pozorovali angiogenni efekt morfinu na karcinom prsu v mySim modelu
pii podavani klinicky relevantnich davek p opioidi. Angiogenni efekt byl zprostfedkovany
aktivni MAP kindazou (mitogen-activated protein kinase), ktera byla fosforylovana pomoci
receptortt spfazenych s G proteinem. Tyto vysledky ukazuji, ze klinické pouziti morfinu
by mohlo byt Skodlivé u pacientii s nadory zavislymi na angiogenezi. Vyznamnou roli by mohl
hrat také typ nadoru a zpisob podané analgezie, coz prokazal Gupta et al. (2011), jez sledovali
vztah mezi periopera¢ni analgezii (epiduralni nebo intravenozni) a rekurenci kolorektalniho
karcinomu a ziskali statisticky vyznamny vysledek pro karcinom konec¢niku,
nikoli pro karcinom tlustého stieva.

Z nasich vysledkt déle vyplyva, Ze pacienti s negativni expresi OPRK pieZivaji bez ohledu
na podanou analgezii 1épe neZ pacienti s pozitivni expresi OPRK, coz svéd¢i o tom, Ze OPRK
hraje vyznamnou roli v nddorové progresi, ale na rozdil od OPRM neni prozatim jeho vliv

dolozen v literatufe.
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U pacientti s karcinomem pankreatu jsme také zjistili pokles exprese OPRM s vyssi
radikalitou chirurgického vykonu a vys$Sim stddiem onemocnéni. Navic pacienti pozitivni
na expresi OPRM prezivaji 1épe po podani morfinové analgezie nez po podani piritramidu,
podobmé¢ jako v ptipadé OPRK pozitivity. Jak bylo zminéno vyse, diivodem by mohla byt
vazba morfinu na OPRM a piritramidu na OPRK, jejich vzajemné interakce a jimi aktivované
signalni drahy.

Nicméng, rozdilny efekt mize byt také zpusoben odliSnym mechanismem pisobeni
morfinu a piritramidu na imunitni systém u rtuznych typt nadort. U morfinu jsou prokazané
pfimé ucinky, zatimco u piritramidu pouze nepiimé ucinky. Koch et al. (2005 a 2009)
pozorovali mechanismus putsobeni piritramidu na lidskych bunéénych liniich a zjistili,
ze ovliviioval produkci reaktivnich forem kysliku. V ptipad€, Ze by takto ovliviioval buiky
imunitniho systému je velmi pravdépodobné, ze by zvySoval jejich schopnost eliminovat
nadorové buiky.

Exprese OPRM a OPRK v kombinaci stypem podané analgezie (at uz morfinové
¢i piritramidové) jednoznacné ovliviiuje prezivani u pacientl s kolorektdlnim karcinomem
a karcinomem pankreatu, ackoli neni prozatim jasné, jakym mechanismem. Tato zjisténi
odkryvaji fadu otdzek a moznosti dal§iho vyzkumu. Do budoucna mame v planu zameéfit
se na pusobeni opioidni analgezie v signalnich drahach a jejich mozné interakce
u téchto nadortu. Takova informace by mohla byt kliCovym bodem pro anesteziology

a pro zlepseni vysledkl v onkologické praxi.
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8 ZAVER

V predkladané diplomové praci jsem se zaméfila na detekci exprese geni a proteint
opioidnich receptorti mu a kappa ve tkanich kolorektalniho karcinomu a karcinomu pankreatu.
Byla sledovana korelace mezi celkovym ptezivanim (OS) a délkou bezptiznakového obdobi
(DFS) s histopatologickymi znaky kolorektalniho karcinomu a také s expresi detekovanych
protein. Déle byla sledovana exprese téchto proteinti ve tkanich kolorektalniho karcinomu
a karcinomu pankreatu a hodnocena ve vztahu k podané analgezii a jejim mozném vlivu
na piezivani (OS, DFS, CSS a RFS) pacientd.

V teoretické ¢asti jsem zpracovala literdrni reSerSi zameéfenou na problematiku
kolorektalniho karcinomu a karcinomu pankreatu, opioidnich receptort, opioidii pouzivanych
jako analgetika a roli opioidd v nadorové progresi.

V experimentalni ¢asti jsem popsala pouzité molekuldrné-biologické metody, které nam
umoznily detekovat expresi jiZ vySe zminénych proteini.

Z vysledku statistické analyzy, ktera byla provedena na zakladé¢ imunohistochemickych dat
0 expresi OPRM a OPRK ve tkanich kolorektalniho karcinomu, bylo zjisténo, ze OS i DFS
je horsi u pacientii s karcinomem kone¢niku nez u pacientti s Karcinomem tlustého stieva.
Také stddium onemocnéni a s nim spojené dalsi znaky ovliviluji piezivani pacientt.
Byla zjisténa asociace mezi pozitivitou OPRM a OPRK ve tkanich kolorektalniho karcinomu.
Déle byl pozorovan vztah mezi zvysenou expresi OPRM a vysSim poctem postizenych uzlin,
a zvysenou expresi OPRK a hor§im DFS.

Ze statistické analyzy dat ziskanych pomoci real-time PCR jasné vyplyva, Ze exprese
opioidnich receptorit v komninaci s typem podané analgezie ovliviiuje piezivani pacientd.
Byl prokazan pozitivni vliv piritramidu na CSS u pacientd s kolorektalnim karcinomem
a pozitivni expresi OPRK. Dale bylo prokazano, ze exprese OPRK bez ohledu na druh podané
analgezie negativné ovliviiuje piezivani pacientli s karcinomem pankreatu. Nicméné exprese
OPRK a OPRM v kombinaci s morfinovou analgezii ma pozitivni vliv na délku ptezivani
U pacientu s karcinomem pankreatu.

Vsechny stanovené cile byly tedy splnény a zna$i studie vyplyva, Ze piritramid
je vhodnéjsi analgetikum pro pacienty s kolorektalnim karcinomem, zatimco morfin
je vhodnéjsi pro pacienty s karcinomem pankreatu. Do budoucna je v planu dalsi studie vlivu
analgetik, jejich plisobeni na opioidni receptory a mozné interakce signalnich drah, do nichz
jsou tyto receptory zapojeny. Tyto informace by mohly byt pfinosem pro budouci onkologickou

praxi.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

5-FU

7TM receptor

ACTB
APC
ASA
CDK4
CDKNZ2A
cDNA
CIN
CRC
CSS

CT

CTC
DAMGO

DEPC
DFS
DNA
dNTP
DOR
FAP
FQ receptor
GDP
GPCRs
GRK2
GTP
HR
IHC
IPMN
KOR
K-RAS
MA

5-fluorouracil

Sedmi transmembranovy receptor

Aktin

Adenomatous polyposis coli

Americka spole¢nost anesteziologicka
Cyklin dependentni kinaza 4

Inhibitor cyklin dependentni kindzy 2A
Genomicka deoxyribonukleova kyselina
Chromozomalni nestabilita

Kolorektalni karcinom

Nédorové specifické piezivani

Vypocetni tomografie

Cirkulujici nddorové bunky

Synteticky agonista pro p opioidni receptor
[D-Ala2N -Me-Phe4, Gly5-ol]-enkefalin
Dietylpyrokarbonat - nespecificky inhibitor RNaz k oSetieni vody
D¢lka bezpiiznakového obdobi
Deoxyribonukleova kyselina
Deoxyribonukleosidtrifosfat

0 opioidni receptor

Familiarni adenomat6zni polyp6za
Nociceptin/orphanin FQ receptor
Guanosindifosfat

Receptory sprazené s G proteinem
Receptorova kinaza spiazena s G proteinem
Guanosintrifosfat

Odhad rizika

Imunohistochemie

Intraduktalni papilarni mucinozni neoplazie
K opioidni receptor

Kirsten rat sarcoma viral oncogen homolog

Morfinova analgezie
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MAPK
MCN
MCT
MNTX
MOR
MRNA
MSI
mTOR
Myc

NK cells
OPRK
OPRM
ORL
(0K}

PA
PanIN
PCR
PDAC
PFS
RAF
RFS
RGS
RhoA
RNA
RT
SMAD4
Src
TGF-B
TMA
TNM
Tp53
TSG
VEGF
VEGFR2

Mitogenem aktivovana proteinkindz
Mucindzni cysticka neoplazie
Mucin6zni nadory pankreatu
Metylnaltrexon

1 opioidni receptor

mediatorova RNA

Mikrosatelitni nestabilita

Mammalian target of rapamycin

Gen kodujici transkripéni faktor
Natural Killer cells

Opioidni receptor

Opioidni receptor p

Opioid receptor-like 1

Celkové prezivani

Piritramidovéa analgezie

Pankreatickad intraepitelidlni neoplazie
Polymerazova fetézova reakce
Duktalni adenokarcinomy pankreatu
Ptezivani bez progrese

Raf kinase

Ptezivani bez relapsu

Regulators of G protein signaling

Ras homolog gene family, member A
Ribonukleova kyselina

Reverzni transkripce

Gen zapojeny do signalni drahy TGF-3
Nereceptoricka tyrosinkindza
Transformujici rastovy faktor f3
Tkanova mikroarray

Systém klasifikace stadia nddorovych onemocnéni
Tumor-supresorovy gen p53
Tumor-supresorovy gen

Vaskularni endotelialni riistovy faktor

Receptor 2 pro vaskularni endotelidlni rastovy faktor
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