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Souhrn

Kolorektalni karcinom je jednim z nejcastéji diagnostikovanych zhoubnych nadort
ve vyspélych zemich. Kolorektalni karcinom mitize vzniknout sporadicky nebo na zakladé
dédi¢né predispozice. V procesu vzniku kolorektdlniho karcinomu se uplatiuji matrix
metaloproteindzy a PTEN. V posledni dobé se vramci individudlniho pfistupu uplatiuje
cilena lécba, kterou je mozné nasadit na zakladé detekce urcitych molekuldrnich biomarkert,
zejména v mutacich v genech RAS a expresi proteinu EGFR. Piesto vSak ziistava vyznam
novych potencionalnich prognostickych a prediktivnich faktorti v 1é¢bé kolorektalniho
karcinomu.

Z uvedené¢ho diivodu jsme sledovali v této bakalaiské praci prognosticky a prediktivni
vyznam exprese proteini MMP-19 a PTEN pomoci nepiimé imunohistochemické metody
ve vzorcich pacientl s kolorektalnim karcinomem. Oba tyto proteiny se podileji, jak v ranych,
tak pozdnich fazich vyvoje kolorektalniho karcinomu. Analyza ndmi ziskanych dat byla
zpracovana pomoci softwaru R a graficky modelovana prostiednictvim Kaplan-Meierovy
metody. Exprese téchto proteini byly korelovany s histologickym typem adenokarcinomu,
gradingem, stagingem, celkovym prezitim a délkou bezpiiznakového obdobi.
Bylo zpozorovano lepsi celkové preziti 1 délka bezpiiznakového obdobi u pacienti s vyssi
expresi PTEN, nez u pacientl se sniZzenou nebo dokonce negativni expresi PTEN.
Exprese MMP-19 v cytoplazmé nddorovych bunék by mohla byt pozitivnim faktorem

piezivani.



Summary

Colorectal carcinoma represents one of the most frequent malignancies world wide.
It could be of either nonhereditary or hereditary origin. Matrix metalloproteinases and PTEN
represent important molecules involved in the process of colorectal cancer development
and progression. Induvidualized targeted therapy seems to be of an increasing importance.
For these reason molecular biomarkers such as RAS mutation status and EGFR expression
are used. However, implementation of novel prognostic markers into clinical practice
IS increasingly important.

Therefore the aim of my bachelor work was to study the prognostic and predictive
value of MMP-19 and PTEN in CRC patiens using indirect imunohistochemical method.
These proteins participate in both early and late phase of development of colorectal
carcinoma. 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, grading and stage of disease. Associations between
the expression of MMP-19, PTEN, overall survival and disease free survival has been
pursued. Increased expression of PTEN was associated with better overall survival
and disease free survival, in comparison with patients with decreased expression.

Cytoplasmic expression of MMP-19 could be a positive prognostic factor in CRC patients.
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1 UVOD

Kolorektalni karcinom (CRC - colorectal carcinoma) je spole¢né oznaceni pro nadory
tlustého stfeva a konec¢niku, které se fadi mezi onemocnéni traviciho systému. Podstatnou ¢ast
karcinomt tlustého stfeva predstavuji adenokarcinomy vznikajici ze zlazovych buné¢k
a stievni sliznice (URL:<http://www.linkos.cz> [cit. 2014-10-15]).

Adenokarcinomy a karcinomy kone¢niku jsou jednim z nejcastéjSich nadorti viibec.
V Ceské republice se roéné vyskytuje pies 8 000 novych piipadil, pfi¢emz kazdy druhy
pacient stimto onemocnéni zemie. Maximum vyskytu daného nadorového onemocnéni
je mezi 60 - 70 roky zivota (URL:<http://www.svod.cz> [cit. 2014-10-15]).

K$ifeni nadord tlustého stfeva dochazi, jak lokalné, tak pomoci metastz,
které vznikaji lymfatickou nebo hematogenni cestou. Za regionalni lymfatické uzliny jsou
povazovany perikolické, presakralni a anorektalni uzliny. Vzdalengjsi lymfatické uzliny jsou
uzliny pii radixu mesenteria, paraaortalni, ilické a inguinalni. K metastazovani krevni cestou
dochdzi prevazné do jater.

Karcinomy tlustého stieva jsou zejména sporadické, které predstavuji 75 % veskerych
karcinomil tlustého stieva. Dalsi skupinu tvoii hereditarni karcinomy.

Lécba kolorektalniho karcinomu je ptedevsim chirurgicka v kombinaci s chemoterapii,
radioterapii a klinickou terapii.

Mezi ukazatele progndzy u pacientl s karcinomem tlustého stieva a kolorekta patii
velikost tumoru, pocet lymfatickych uzlin postizenych nddorem, vek pacienta (pacienti mladsi
35 let maji horSi prognézu) a hladina tzv. CEA — karcinoembryonalniho antigenu v séru
(Fuetal., 2014).

Maligni transformace je biologicky slozity proces, ktery zahrnuje aktivaci onkogent
a inaktivaci tumor supresorovych gent (TSG). TSG na podporu rozvoje nadoru zbavuji bunky
rovnovahy mezi proliferaci a apoptézou (Zheng et al., 2007). PTEN hraje zéasadni roli
pfi vzniku nadorti a progresi malignit jako TSG a je jednim z nejcastéji mutovanych supresorti
u lidskych malignit (Keniry et Parsons, 2008). Taktéz matrix metaloproteinazy (MMP) jsou
pfedmétem mnoha experimentalnich studii, jelikoz byly pozorovany v rozvoji
i metastazach kolorektalniho karcinomu a mohly by souviset s prognézou a s prezitim
pacientd s timto onemocnénim.

Prognosticky a prediktivni vyznam MMP-19 jesté nebyl v souvislosti s kolorektalnim
karcinomem podrobné prostudovan, proto je zkoumam v této bakalafské praci soucasné

s expresi PTEN.
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2 KOLOREKTALNI KARCINOM

2.1 Epidemiologie a 1é¢ba kolorektalni karcinomu

Kolorektalni karcinom je oznaceni pro velmi casté zhoubné onemocnéni traviciho
systému, ktery zahrnuje nadory tlustého stfeva (colon cancer) a nadory konecniku (rectal
cancer). Z dosavadnich dat vyplyva, Ze vysSi vyskyt tohoto onemocnéni je ve vyspélych
statech svéta. Ceska republika je v jeho incidenci na ptednich mistech jiz mnoho let. V roce
2012 byla Ceska republika na 6. misté v hodnoceni poétu novych piipadt na 100 000
obyvatel (URL:<http://www.wcrf.org> [cit. 2015-3-18]). V Ceské republice byl od roku 2003
zaznamenan mirny pokles incidence i mortality (Obr. 1). Tento pokles je moznym dasledkem
vys$§i informovanosti o mozné prevenci a 1é¢b€ pacienti s timto onemocnénim. Mensi
procento nadord se vyskytuje u osob pod 50 let véku. Vyssi pocet piipadii je pak zaznamenan
ve véku nad 70 let. Pfi srovnani pohlavi jsou kolorektalnim karcinomem mnohem vice
postizeni muzi nez zeny (URL:<http://www.svod.cz> [cit. 2015-3-18]). Muzi v celkovém
zebticku incidence obsadili 4. misto hned za Slovenskou republikou, Mad’arskem a Korejskou
republikou, kdezto Zeny se v poctu novych piipadii na 100 000 obyvatel umistily na 16. misté
(URL:<http://www.wcrf.org> [cit. 2015-3-18]).

C18-C21 - ZH tlustého strewa a konetniku
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Obr. 1: Vyvoj incidence a mortality CRC v letech 1977 — 2011 v Ceské republice
(URL:<http://www.svod.cz> [cit. 2015-3-18])
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U muzi je nejcastéji diagnostikovanym nddorovym onemocnénim rakovina
prostaty a hned poté kolorektalni karcinom v ramci Ceské republiky. Zenam je nejéastgji
diagnostikovand  rakovina  prsu a  poté  taktéz  kolorektalni  karcinom
(URL:<http://www.globocan.iarc.fr> [cit. 2015-3-18]).

Pfic¢ina vzniku kolorektalniho karcinomu neni pfesné znama, ale jsou definovany
rizikové faktory, které zvySuji riziko vzniku tohoto onemocnéni. Mezi tyto faktory patii
slozeni potravy, pfedevsim nadmérny piijem zivociSnych tuki, Cerveného masa a uzenin,
ale také alkoholu. Dalsi faktor spojeny s potravou je naopak nizky pfijem vlakniny
a lusténin. Dal$imi faktory jsou ve&k, dédi¢né predispozice, vznik polypii ve stfevech
achronicka  zanétliva  onemocnéni sttev.  (URL:<http://www.kolorektum.cz>
[cit. 2015-3-18]).

Pro zvoleni vhodné 1écby je nutné komplexné vySetfit nemocné pomoci
zobrazovacich metod a ur€it rozsah onemocnéni a klinické stadium (Tab. 1). Mezinarodné
uznavanou klasifikaci je klasifikace TNM, ktera je zalozena na tfech informacich — T, N
aM. T znaci rozsah primarniho nédoru; N popisuje postizeni regionalnich lymfatickych
uzlin, coz jsou malé sbirky bun€k imunitniho systému nutné v boji proti
infekcim a M popisuje pfitomnost nebo nepfitomnost vzdalenych metastaz. TNM
klasifikace  zahrnuje  klinické  stadium  0-IV  (URL:<http://www.cancer.org>
[cit. 2015-3-18]). Mén¢ pouzivanou, av§ak uznavanou klasifikaci, je Dukesova Klasifikace,
ktera rozd€luje onemocnéni kolorektalniho karcinomu do stadii A — D (Zavoral
etal, 2013). Stadia Dukesovy klasifikace odpovidaji stadiim TNM klasifikace
(URL:<http://www.cancer.gov> [cit. 2015-3-18]).

V kombinaci s chirurgickou 1écbou mize byt pouzita adjuvantni chemoterapie
i neoadjuvantni  chemoterapie.  Adjuvantni terapie byva nasazena  zpravidla
po chirurgickém odstranéni nadoru, aby doslo ke zni¢eni zbytkl choroby. Neoadjuvantni
1éba byva nasazena pied zahdjenim lécebného procesu, aby se docililo zmenSeni nadoru
a usnadnéni operace (URL:<http://www.kolorektum.cz> [cit. 2015-3-18]).

V onkologii se stale Castéji vyuzivaji tzv. molekularni markery, coZ jsou latky
vylu€ované nadorovymi bunikami. Jejich hladina v krvi miZe byt obrazem odpovédi
nadoru na lé€bu nebo naopak casnym pfiznakem zhorSeni onemocnéni
(URL:<http://www.kolorektum.cz> [cit. 2015-3-18]). Bylo zjisténo, ze takovou roli mohou

hrat 1 matrix metaloproteinazy ve vyvoji CRC.
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Tab. 1: Modifikovana klasifikace stadii CRC podle Dukese a TNM ve vztahu k 1é¢bé
(URL:<http://www.cancer.gov> [cit. 2015-3-18])

Stadium Stadium )
Hloubka invaze Lécba
TNM Dukes
Tumor intraepitelialni
0 - nebo invaze do lamina chirurgicka
propria mucosae
Tumor ohranicen stfevni o
| A chirurgicka
sténou
Tumor zasahuje nebo chirurgicka + muze byt
I B pronika vSemi vrstvami pouZita adjuvantni
stievni sliznice chemoterapie
Tumor poizitivni + o .
- _ chirurgicka + adjuvantni
Il C pozitivni lymfatické ]
) chemoterapie
uzliny
chirurgicka +
v D Vzdalené metastazy adjuvantni/neoadjuvantni

chemoterapie

2.2 Vznik kolorektalniho karcinomu na molekularni urovni

Kolorektalni karcinogeneze probihd ve vétSin€ piipadl prostfednictvim vicestupnového
procesu od sekvence adenomu po sekvenci karcinomu (Fearon et Vogelstein, 1990, Miyaki
etal., 1990). Za vznik CRC jsou zodpoveédné mutace v tumor-supresorovych genech (TSG)
a onkogenech. Pro vSechny bunécné linie kolorektalniho karcinomu je typicka geneticka
nestabilita — mikrosatelitni nestabilita (MSI - microsatellite instability) nebo chromozomova
nestabilita (CIN -
variantnich alel v ptipadé MSI vyplyva z bodovych mutaci, které méni strukturu genti a jejich
funkce. V ptipad¢ CIN dochazi k této preméné prostiednictvim chromozomovych piestaveb

nebo amplifikaci, které narusuji regulovanou genovou expresi (Michor et al., 2005, Fearon,

2011).
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Onkogeny urychluji déleni bun€k nebo jim napomahaji k del§imu pfeziti, kdezto TSG
zpomaluji bunétné déleni nebo reguluji odumirani bun¢k (URL:<http://www.cancer.org>
[cit. 2015-2-16]). Mutace Vv téchto genech spole¢né s DNA-metylaci a zménami ve struktuie
chromatinu dysreguluji konzervované signalni sit¢, které maji ucinek zavisly na kritickych
bunéénych fenotypech, véetné regulace bunétného metabolismu, proliferaci, diferenciaci
a preziti bunék. Mutace v onkogenech byly detekovany pouze v somatickych tkanich CRC
(Fearon, 2011). Na rozdil od onkogenii mutace v TSG se mohou vyskytovat i v zarode¢nych
liniich, coz mize uzce souviset s dédicnou formou CRC, avSak ke vét§in€ zmén dochazi
v somatickych liniich (Groden et al., 1991).

Za inicidlni genetické zmény podporujici progresi kolorektdlniho karcinomu
je povazovano genetické naruSeni tumor-supresorového genu APC (adenomatous polyposis
coli), ktery se nachazi na chromozému 5q21 (Kinzler et al., 1991a). Somatické mutace
zpusobujici inaktivaci APC jsou typické pro sporadické formy kolorektalnich karcinomu
(Groden et al., 1991, Nishisho et al., 1991). Mutace APC v zarode¢né linii zpsobuje vznik
FAP (familial adenomatous polyposis), obecné adenomu (Groden et al., 1991, Kinzler et al.,
1991b). Nasledné muze dojit k mutaci v onkogenu K-ras na chromozomu 12, coz vede
k ptechodu z malého adenomu k velkému adenomu (Michor et al., 2005, Fearon, 2011).
Alelova ztrata na chromozému 17p v oblasti obsahujici tumor-supresorovy gen Tp53 je dalsi
udalosti pozorovanou ve vyvoji kolorektalniho karcinomu a ve spojeni s mutaci druhé alely
vede K bi-alelické inaktivaci. Tato funkéni ztrata Tp53 zahrnuje pozdni fazi v rozvoji
kolorektalniho karcinomu, konkrétné prechod od adenomu ke karcinomu (Baker et al., 2003,
Michor et al., 2005).

3 SOUCASNE POZNATKY O PTEN A MMP

3.1 PTEN

PTEN - homolog fosfatazy a tensinu, lokalizovany na chromozomu 10923 je
tumor-supresorovy gen zapojeny V Sirokém spektru nadortt u lidi. Jedna se o fosfatazu,
kterA mize pusobit na substratech polypeptidovych i fosfoinositidovych in vitro.

PTEN koduje 403 aminokyselin polypeptidu s fosfatovou aktivitou. (Yang et al., 2010).
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3.1.1 Struktura a funkce PTEN

Protein PTEN se strukturné sklada ze tii ¢asti: NH,-terminalni fosfatazova katalyticka
doména (pfiblizn¢ 185 AMK s vysokou sekvenéni homologii k cytoskeletalnim proteintim
— kuteci tenzin a hovézi auxilin), COOH-termindlni C2 doména a COOH-termindlni doména
(asi 50 AMK), (Li et al., 2009). COOH-terminalni C2 doména je slozena do B-sendvice,
ktery se sestava ze dvou antiparalelnich B-listi se dvéma kratkymi a-Sroubovicemi zasahujici
mezi vlakna proteinu (Song et al., 2012). Karboxy-terminalni doména obsahuje tfi
fosforylaéni mista (Ser380, Thr382 a Thr383), ktera reguluji stabilitu PTEN a mohou hrat
dulezitou roli pti kontrole jeho biologické aktivity (Vazquez et al., 2000).

Hlavni katalytickou funkci PTEN je defosforylace fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfatu
(PIP3), ktery je vytvaien aktivaci fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K). ZvySena hladina PIP3,
jako disledek ztraty funkce PTEN, zpiasobuje silnou derepresi PI3K/Akt/mTOR drahy,
ktera stimuluje bunéény rust a proliferaci (Obr. 2) (Stambolic et al., 1998).

3.1.2 PTEN jako soucast signalni drahy PI3K/Akt/mTOR

PTEN je hlavni negativni regulator PI3K/Akt/mTOR signalni drahy. Na povrchu
plazmatické membrany dochazi k aktivaci fosfatidylinositol-3-kinazy (PI3K), pticemz musi
dojit k navéazani ristovych faktorti na receptor dané tyrosinkinazy (RTK), (Dahl et Guldberg,
2007). Aktivovana PI3K fosforyluje membranovy fosfatidylinositol-4,5-bisfosfat (PIP2).
Tento proces vede k vytvoreni dostatecného mmnozstvi fosfatidylinositol-3,4,5-trisfosfatu
(PIP3). Aktivita PI3K, ktera ma za nasledek produkci PIP3 je pfisné kontrolovana a negativné
regulovana n¢kolika fosfatazami. PTEN - lipidova fosfataza defosforyluje PIP3 ve 3 poloze,
¢imz je zna¢né omezena produkce PIP3. PIP3 rekrutuje fosfatidylinositol-dependentni kinazu
1 (PDK1) a protein kinazu B (PKB, také znama jako Akt) do plazmatické membrany,
kde PDK1 fosforyluje Akt (Park et al., 2010).

Aktivovand kindza Akt reguluje preziti bunck, proliferaci bunck a bunécny
metabolismus prostifednictvim inhibi¢ni fosforylace (Obr. 2) ve sméru proudu proteint
zahrnujici GSK3, FOX proteiny O (FOXO), PGCL1 a protein p27. Tyto procesy mohou byt
také fizeny opaénym mechanismem, prostfednictvim aktivac¢ni fosforylace (Obr. 2) zahrnujici
ENTPD5, SREBP1C, AS160 a SKP2 (Song et al., 2012). Mnoho substratd, které jsou
nezbytné pro rozvoj nadorového onemocnéni, je aktivovano pravé Akt ucastnici se této

signalni drahy.
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Kaskada pokracuje fosforylaci proteinové kinazy mTOR (Park et al.,, 2010).
Mimo jiné funkce, mTOR také fosforyluje protein Mdm2, pficemz se jeho mnozstvi v buiice
zvySuje a dochazi tak k ubikvitinaci a degradaci proteinu p53. Nizka hladina proteinu p53
zapricinuje negativni pochody v buiice, jejichz vysledkem mutize byt nekontrolované mnozeni
bunék a vznik nadorového onemocnéni (Moumen et al., 2007).

Dalsimi ¢leny signalni drahy PI3K/Akt/mTOR jsou TSC1/TSC2, RHEB, mTOR,
4EBP, p70S6K a PP2A (Cully et al., 2006).

Clenové signalni drahy RAS-RTK jsou RAS, RAF, MEK a ERK - aktivace této drahy
vede k proliferaci bun¢k (Obr. 2) (Cully et al., 2006).

Genetickd inaktivace PTEN vede ke konstitutivni aktivaci signalni drahy
PI3K/Akt/mTOR u celé fady nadort, napf. u karcinomu prostaty, mo¢ového méchyte, mozku,

melanomu a kolorektalniho karcinomu (Park et al., 2010).

GROWTH FACTOR

RTK ( PP2 )
A4

3 =P o s &+

SYNTEZA PROTEINU

ENTPD5

TRANSKRIPCE ( Foxo ) ("sReBP-1c )
¥ (pect ) ( aste0 )
PROUIFERACE l( p27 ) ( skp2 )l

BUNECNY METABOLISMUS
BUNECNA PROLIFERACE
BUNECNE PREZITI

JADRO

Obr. 2: Schéma signalni drahy PI3K/Akt/mTOR v buiice (RTK — receptor tyrosin kinazy

pro vazbu ristovych faktorti v cytoplazmatické membrané builky, modrd barva znazornuje
fosforylaci jednotlivych substratti, naopak Cervena barva vystihuje defosforylaci (inhibici)

substrati). Piekresleno podle Song et al. (2012).
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3.1.3 Exprese a prognosticky vyznam PTEN u kolorektalniho karcinomu

Vicero studii se zamétilo na sledovani prognostického vyznamu exprese PTEN
u kolorektalniho karcinomu. Exprese proteinu byla sledovana, jak u adenokarcinomt in situ
(preinvazivnich 1ézi), tak i u metastatickych karcinomt, kde v nékterych ptipadech byla
pozorovana snizena exprese. V jinych studiich byla pozorovana normalni exprese a v jinych
snizena exprese tohoto proteinu v cytoplazmé a jadrech bunék stievni sliznice.

Ztrata exprese PTEN miize hrat dilezitou roli, jak v Casnych, tak pozdnich stadiich
kolorektalni karcinogeneze. V pfipadé¢ adenomatdznich polypid to mulze byt znamkou
prekancer6zniho stavu — transformace nddoru. Béhem pozdni karcinogeneze je PTEN
korelovan s pokrocilym stddiem onemocnéni a muze byt prediktorem Spatné prognozy
(Waniczek et al., 2013).

Waniczek et al. (2013) uvadi, Ze exprese proteinu PTEN byla pfitomna hlavné
Vv cytoplazmé bunék, ale také v jadie bunék normalni stfevni sliznice. Li et al. (2009)
pozorovali niz§i expresi PTEN v kolorektadlnim karcinomu, nez ve zdravé tkani. Vyssi exprese
PTEN byla pozorovana u pacienti muzského pohlavi, nez u zenského pohlavi.

Snizend exprese PTEN u kolorektalniho karcinomu uzce souvisi s vysSim stddiem
Dukesovy klasifikace kolorektalniho karcinomu, ale ne s vékem pacienta, diferenciaci a Zilni
invazi. Mimo to, na zéklad¢ jednorozmérné analyzy bylo prokézano, Ze pacienti bez exprese
PTEN vykazuji horsi prognozu (kratsi pteziti), nez pacienti s expresi PTEN (Li et al., 2009).

Exprese PTEN pravdépodobné pfispiva k riistu, invazi a metastazam kolorektalniho
karcinomu, a tedy by mohl byt povazovan jako vhodny marker pro indikaci agresivniho

chovani a §patné progn6zy u kolorektalniho karcinomu (Li et al., 2009).

3.1.4 Prediktivni vyznam exprese PTEN u pacienti s CRC s ohledem na biologickou
1é¢bu
Dtivod, pro¢ se v onkologii hledaji prediktivni markery, je hlavné volba nejvhodnéjsi
metody 1é¢by u daného pacienta. Aby mohl byt urcity marker pouzivan v praxi, musi spliiovat
ur¢it¢ podminky, jako jsou dostate€na senzitivita, specifita, technicka pravidelnost
a také cena. Problém pfi pouzivani markerl je ve slozitosti vztahli mezi signalnimi drahami,
které se vzajemné ovliviluji, proto je mozné pouzit vice markerd soucasné

(URL.:<http://www.remedia.cz> [cit. 2015-3-11]).

16


file:///C:/Users/Barca/Desktop/PTEN/%3chttp:/www.remedia.cz

Receptor pro epidermalni rustovy faktor (EGFR) je nadmérné exprimovan v buiikach
karcinomu tlust¢ho stfeva a hraje dalezitou roli Vjeho rozvoji. Protiladtky proti
EGFR, kam se také fadi cetuximab a panitumumab, jsSou V soucasné dobé pouzivany
pro lécbu metastatického kolorektalniho karcinomu (mCRC) v prvni, druhé nebo treti linii
chemoterapie.

Mezi ligandy EGFR patii epidermalni ristovy faktor (EGF), transformujici ristovy
faktor alfa (TGF-a), amfiregulin, epiregulin nebo EGF podobny ristovy faktor vazajici
heparin. Vazba ligandu na EGFR zpusobi dimerizaci receptoru, coz vede k autofosforylaci
zbytkll tyrosinu v intracelularni doméné¢ a nasledné signalni transdukci RAS/RAF/MEK
(MAP kinazy) drahy a PI3K/AKt/mTOR signalni drahy ve sméru proudu proteinti (Spano
etal.,, 2005). Aktivace signalni transdukce EGFR podporuje rist nadoru, metastaze
a angiogenezi nadorové tkané (Liu et al., 2001).

Mechanismus protinadorového ucinku 1¢kii obsahujici protilatky proti EGFR
(cetuximab a panitumumab) spociva v kompetitivni vazbé na extracelularni doménu EGFR,
coz vede k inhibici aktivace EGFR a nésledné signdlnich drah RAS/RAF/MEK (MAP kinazy)
a PIBK/Akt/mTOR. Léky obsahujici protilatky proti EGFR inhibuji rdst, invazi, angiogenezi
a zpusobuji apoptozu bunék kolorektalniho karcinomu (Liu et al., 2001). AvSak panitumumab
a cetuximab nemaji stejny mechanismus UcCinku, ackoli se tyto EGFR-I vdzou na stejnou
oblast EGFR. Cetuximab je IgGl protilatka, ma tedy schopnost pusobit také na indukci
bunééné cytotoxicity, na rozdil od panitumumabu, ktery se fadi mezi protilatky IgG2. (Kim,
2009, Freeman et al., 2008)

PTEN blokuje signaliza¢ni drahu receptorti pro ristovy faktor a ucinkem je tedy
naruseni signalu z PI3K. PfestoZze metoda stanoveni PTEN nebyla dosud dobie prokazana,
Ize u 20 % az 40 % karcinomu tra¢niku bez exprese PTEN v dusledku methylace promotoru
o¢ekavat, ze nebudou vykazovat odpovéd’ na inhibici EGFR (URL:<http://www.linkos.cz>
[cit. 2015-2-28]).

Neékolik studii se zabyvalo vztahem mezi expresi PTEN/AKT a ucinnosti 1écby
protilatek proti EGFR. Nekteré studie prokazaly, ze ztrata PTEN je spojena s rezistenci
na cetuximab u pacientll s metastatickym CRC, nicméné tyto studie nebyly uniformni
pii hodnoceni exprese PTEN (Frattini et al., 2007; Jhawer et al., 2008).

Naopak, studie Laurent-Puig et al. (2009) uvadi, Zze ztrata exprese proteinu PTEN,
ktera byla detekovana asi u 20 % (ve 22 ze 111 vzorki) z K-ras divokého typu, nebyla
spojena s odpovedi nadoru nebo s prezitim bez progrese (PFS), ale byla spojovana S mirné

horsim celkovym piezitim (OS).
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3.2 Matrix metaloproteinazy

Matrix metaloproteinazy (MMP) jsou skupina na véapniku zéavislych a zinek
obsahujicich endopeptidaz, které jsou zodpovédné za remodelaci tkédni a degradaci
extracelularni matrix (ECM). Exprese MMP je za fyziologickych podminek minimalni,
¢imz se udrzuje homeostaza. Regulace MMP je zajistovana pomoci hormont, rdstovych
faktorti a cytokinini. Funkce téchto enzymu je striktné kontrolovana endogennimi inhibitory
matrix metaloproteinaz (MMPI) a tkanovymi inhibitory matrix metaloproteinaz (TIMP)

(Rajeschwar et Corwin, 2007).

3.2.1 Struktura matrix metaloproteinaz

Matrix metaloproteindzy maji spole€nou strukturu slozenou ztzv. domén,
pficemz nemusi byt vSechny zastoupeny u jednotlivych skupin MMP. Zdkladni struktura
matrix metaloproteinaz obsahuje propeptid, katalytickou doménu a C terminalni
hemopexinovou doménu (Szabo et al., 2004).

Pied propeptidovou doménou se nachazi signalni peptid, ktery vede k sekreci matrix
metaloproteindz z buniky (Vincenti et Brinckerhoff, 2007). Mimo to, mohou byt tyto enzymy
ukotveny Kk cytoplazmatické membrané, a tim omezovat jejich Kkatalytickou aktivitu
v extracelularnim prostoru nebo na povrchu buinky (Fanjul-Fernandéz et al., 2010).
Vsechny MMP jsou syntetizovany v latentni formé (Van Wart et Birkedal-Hansen, 1990).

Propeptidova doména obsahuje okolo 80 aminokyselin, které vytvareji tf1 a fetézce
aspojovaci smyCku. Tato doména se vyznacCuje pfitomnosti SH skupiny cysteinu,
ktera reaguje s katalytickym iontem zinku v aktivnim misté. Cystein je zde v sekven¢nim
motivu PRCGXPD (,,cystein switch®) k udrzeni enzymu v neaktivni formé (Murphy
et Nagase, 2008).

Furinem aktivovatelné MMP jsou skupinou matrix metaloproteinaz, které obsahuji
furin rozpoznavaci motiv.  RXKR, vlozeny mezi propeptid a katalytickou doménu.
Tuto sekvenci rozpoznava a nasledné Stépi proteaza (konvertdza), coz slouzi jako zaklad
pro furin-dependentni aktivaci latentnich enzymu pied jejich sekreci. Jedna se o isek zhruba
25 aminokyselin, charakteristicky pfedev§im pro matrix metaloproteinazy membranoveho
typu (Fanjul-Fernandéz et al., 2010, Massova et al., 1998).

Katalytickd doména je tvofena pfiblizn¢ 170 aminokyselinami a je podobné tvaru
koule (Fanjul-Fernandéz et al., 2009, Tallant et al., 2010). Katalyticka doména obsahuje dva
zineCnaté ionty a alesponi jeden iont vapenaty, tudiz ma zinek vdazajici motif
HEXXHXXGXXH, ve kterém tfi histidinové zbytky vazou jeden ze dvou zine¢natych iontl
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nachdzejici se v aktivnim misté této domény. Tento iont je zapojen do katalytickych procest
matrix metaloproteindz a je tedy nezbytny pro jejich proteolytickou aktivitu. Druhy zine¢naty
iont (strukturalni zinek) a vapenaté ionty jsou pfitomny v katalytické doméné déle od mista,
kde se vaze katalyticky zinek. (Lee et al., 2004, Massova et al., 1998).

Pantova oblast (,,hinge region®), ma variabilni délku (2-72 aminokyselin), spojuje
katalytickou doménu s doménou hemopexinovou (Sela-Passwell et al., 2010). Ddlezity
vyznam ma pro stabilitu enzymt a pro degradaci komplexnich substratii (Maskas, 2004).

C terminalni hemopexinovou doménu tvoii okolo 200 aminokyselinovych zbytki,
které ji udavaji strukturu Ctyi-lopatkové B vrtule (,,4-bladed B-propeller fold“) s jednou
stabiliza¢ni disulfidovou vazbou (Visse et Nagase, 2003, Bode et al., 1995). Bylo prokazano,
Ze tato doména hraje roli v substratové specifité proteind a v interakci s tkanovymi inhibitory
matrix metaloproteinaz (TIMP) (Borden et al., 1997, Gomis-Riith et al., 1997). U kolagenaz
ma hemopexinova doména zasadni vyznam, protoze je schopna zpracovavat helikalni
strukuru trojvldknového kolagenu, kterou katalytickd doména sama nezpracovava (Murphy
etal., 1992).

U matrix metaloproteindz membranového typu se také nachdzeji transmembranové
domény, které slouzi k ukotveni téchto enzymii k povrchu bunky (Nagase et Woessner, 1999).
Za touto doménou u nékterych matrix metaloproteindz nasleduje cytoplazmaticky ligand
(,,cytoplasmic tail*), ktery ma napt. u MMP-14 vyznam pro intracelularni signalizaci

a moznou regulaci tohoto enzymu (Spinale et al., 2013)

3.2.2 Klasifikace matrix metaloproteinaz

Na zékladé klasifikace jsou MMP rozdéleny do Sesti skupin podle jejich substratoveé
specifity a umisténi domén. Jedna se o kolagenazy, Zelatinazy, stromelysiny, matrilysiny,
MMP membranového typu a ostatni.

Kolagenazy (MMP-1, MMP-8, MMP-13 a MMP-18) stépi intersticialni kolageny I, II
a III na charakteristické ¥4 a %4 fragmenty, ale mohou §tépit 1 dal§i molekuly ECM a rozpustné
proteiny.

Do skupiny Zelatinaz patii zelatinaiza A (MMP-2) a zelatinaza B (MMP-9).
Tyto enzymy maji tfi repetice typu II fibronektinové domény, kterd se vaze
k zelatin¢/kolagenu.

Ke stromelysinim se fadi stromelysin 1 (MMP-3), stromelysin 2 (MMP-10)
a stromelysin 3 (MMP-11). VS8echny tfi typy MMP maji uspofadani jednotlivych domén
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podobné ke kolagenazovym doménam. MMP-3 a MMP-10 nesou podobnou strukturu
a substratovou specifitu, na rozdil od MMP-11, kter4 je k nim vzdalen¢ ptibuzna.

Matrilysiny je skupina obsahujici pouze dvé matrix metaloproteinazy (MMP-7
a MMP-26), kterym chybi hemopexinova doména.

MMP membranového typu zahrnuji Ctyfi transmembranové proteiny (MMP-14,
MMP-15, MMP-16 a MMP-24) a dva proteiny pfipevnéné k membrané
glykosylfosfatidylinositolovou kotvou (MMP-17 a MMP-25).

Dalsich sedm matrix metaloproteinaz (MMP-12, MMP-19, MMP-20, MMP-21,
MMP-23, MMP-27 a MMP-28) neni zatfazeno do vyse zminénych kategorii, ackoli MMP-12,
MMP-20 a MMP-27 vlastni podobnou strukturu a umisténi na chromozomu jako

stromelysiny (Nagase et al., 2006).

3.2.3 Funkce matrix metaloproteinaz

Ve vétsin€ organt jsou zékladnimi sloZkami extracelularniho matrix (ECM) kolageny
a mnoho dalSich proteinti (lamin, entaktin a proteoglykany), které tvoii bazalni membranu
bunck. Nadorové buitky nadmérné exprimuji MMP nebo indukuji jejich expresi ve stromatu
sousednich bunék, aby mohlo dojit k degradaci bazalni membrany a napadeni okolni tkanég.
Proteolytickd aktivita MMP je dllezitd pro invazi nadorovych bun€k do nedalekych cév
(intravazace) a nasledné pro invazi do vzdéalenych mist (extravazace), kde dochazi k tvorbé
metastaz (Roy et al., 2009). Degradované slozky ECM jsou potfebné pro nadorovou
angiogenezi, coz je novotvorba krevnich kapilar dillezitd pro invazi nadoru a metastazy

(Ogata et al., 2006).

3.2.4 Prognosticky vyznam exprese MMP u pacientii s CRC

Matrix metaloproteindzy (MMP) hraji u kolorektalniho karcinomu klicovou roli
V procesu nadorové invaze a metastazovani. Jejich vyznam spociva v degradaci a remodelaci
ECM v nadorovém stromatu (Liabakk et al., 1996). Mnohé studie exprese jednotlivych matrix
metaloproteindz prokdzanych u kolorektalniho karcinomu ukazaly, Ze miZze jit bud
0 zvySenou expresi MMP nebo zvySenou aktivitu MMP u tohoto typu nadoru (Leeman et al.,
2003).

Exprese matrix metaloproteinazy 1 (MMP-1) byla pozorovana v cytoplazmé
nadorovych bunck, nékterych stromdlnich bunék a v nékolika normalnich epitelovych
bunikach sliznice tlust¢ho stfeva. Exprese MMP-1 u kolorektalniho karcinomu je spojena

se Spatnou progndézou a vyznamné koreluje s hematogennimi metastazemi kolorektalniho
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karcinomu. Dalsi studie neprokazala korelaci mezi expresi MMP-1 a jinymi
klinicko-patologickymi znaky (hloubka invaze nadoru, lymfatickda invaze, zilni invaze,
metastaze lymfatickych uzlin a Dukesova klasifikace) nebyla nalezena (Hinoda et al., 2002,
Sunami et al., 2000).

Levy et al. (1991) prokazali zvySenou expresi matrix metaloproteinazy 2 (MMP-2)
Vv nadorovém stromatu U Kolorektalniho karcinomu s pouzitim nepiimé dvoustupiové
imunohistochemické metody. Zucker et al. (1993) také prokazali zvySenou hladinu aktivni
matrix metaloproteinazy 9 (MMP-9) v cytoplazmé¢ bunék u pacienti s kolorektalnim
karcinomem. Ackoli obé studie prokazuji ptitomnost MMP-2 a MMP-9 u kolorektalniho
karcinomu, bylo vzdy popsano malé mnozstvi vzorkli nebo nebyly kvantitativni (Liabakk
et al., 1996). Ogata et al. (2006) poukazali na fakt, ze zvySena exprese MMP-9 v cytoplazmé
nadorovych bunék vyznamné souvisi s invazi nadoru do lymfatickych uzlin a angioinvazi.

Matrix metaloproteindza 7 (MMP-7) je nejmensim c¢lenem matrix degradujicich
metaloproteindz, kterd je specificky exprimovana v epitelidlnich nadorovych buikach
(namisto intersticidlnich buné€k) a je spojena s nadorovou progresi, apoptdzou a angiogenezi.
Neékteré studie uvadi, ze korelace mezi expresi MMP-7 a pfezitim nebo progndzou
u kolorektalniho karcinomu je stale neprikazna (Yang et al., 2012). AvSak Adachi et al.
(1999) uvadi, ze u pacienti s kolorektalnim karcinomem byla zjiSténa vyznamna korelace
exprese MMP-7 s ptitomnosti lymfatickych uzlin a vzdalenych metastaz.

Pritomnost matrix metaloproteinazy 13 (MMP-13) byla prokdzana v lidském
karcinomu prsu, u osteoartrozy chrupavky a také byla detekovana v nékolika typech
malignity. Podle Yamada et al. (2010) vysoka exprese MMP-13 u pacientt s kolorektalnim
karcinomem vyznamné souvisi s jaternimi metastdzemi, ale nesouvisi s vékem, pohlavim,
velikosti néadoru, histologickym typem, hloubkou invaze, lokalizaci nddoru, lymfatickou

invazi, lymfatickymi uzlinami, ani Zilni invazi.

3.2.5 Prediktivni vyznam exprese MMP u pacienti s CRC

V ramci prediktivniho vyznamu matrix metaloproteinaz byly u kolorektalniho
karcinomu studovany pouze nasledovné MMP. MMP-9, ktera dle prace Bendardaf et al.
(2010) byla prokazana jako nezavisly prediktivni faktor pro interval bezpfiznakového obdobi
(DFS). Stejné tak i MMP-7, survivin a TACSTD2 byly nezavislymi prediktory horsiho pteziti
(Fang et al., 2009). Nizka exprese MMP-7 byla povazovana za nezavisly prediktor relapsu

(navratu nemoci) u pacientu s kolorektalnim karcinomem (Martinez-Fernandez et al., 2009).
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Zvysena exprese MMP-9 RNA je povazovana za nezavisly prediktor rekurence u pacientd

s kolorektalnim karcinomem (Zeng et al., 1996).

3.3 MMP-19

MMP-19 je vyluCovana ve formé zymogenu, stejn¢ jako ostatni Clenové matrix
metaloproteinaz. Pendas et al. (1997) izolovali MMP-19 z jater a placenty a oznacili ji jako
MMP-19. Nicméné tato matrix metaloproteinaza byla taktéz izolovana u pacientil
s revmatoidni artritidou ze zanétlivé synovialni tkan¢ jako auto-antigen RASI-1 (Rheumatoid
Arthritis Synovium Inflamed - 1), proto je n€kdy také oznaCovana v literature ,,RASI“
(Sedlacek et al., 1997).

MMP-19 muze byt syntetizovdna v placenté, plicich, slinivce bfiSni, vajecnicich

a ve stfevech a mize tedy v té€chto tkanich hrat specializovanou roli (Pendas et al., 1997).

3.3.1 Struktura MMP-19

MMP-19 vykazuje stejnou strukturu domén charakteristickou i pro ostatni cleny
MMP: signalni peptid; propeptidovou doménu se zbytkem cysteinu, ktery je nutny
k zachovani latence enzymu; katalytickou doménu obsahujici aktivaéni sekvenci s vazebnym
mistem pro zinek a C-termindlni doménu. MMP-19 kdéduje 508 aminokyselin a nachazi
se v chromozomové oblasti 12q14, coZ je jedinecnd poloha vzhledem k lokalizaci jinych
MMP. MMP-19 obsahuje 2 glykosylacni mista. Na rozdil od vétSiny MMP, které maji
10 exond, ma MMP-19 pouze 9 exonl. MMP-19 postradd charakteristické vlastnosti
pro zatazeni do nékteré z popsanych Sesti skupin MMP (Pendas et al., 1997, Mueller et al.,
2000). MMP-19 je tedy fazena do nové skupiny, kam byla také pfitazena MMP-28, jelikoz
vykazuje podobnou strukturu jako MMP-19 (Marchenko et Strongin, 2001).

MMP-19 se lisi od ostatnich MMP v autoinhibi¢ni sekvenci vyskytujici
se v propetidové doméné. Piedpoklada se, ze sekvence PRCGLED umozni autokatalytickou
aktivaci MMP-19. Tato sekvence vznika zaménou valinu vyskytujiciho se v bézné sekvenci
ostatnich MMP za leucin a prolinu za kyselinu glutamovou. Dal§im rysem MMP-19 je
unikatni usek 27 aminokyselin TTPSGGNTTPSGTGITLDTTLSATETT, ktery je soucasti
sekvence bohaté¢ na treonin v C-terminalni doméné a neni homologni s zadnymi jinymi
proteiny. Sekvence bohaté na prolin v pantové oblasti, jimz pfedchazi tsek oligoglutamové
kyseliny EEEETELPTVPPVPTEPSPM je dalsi charakteristikou MMP-19 (Sedlacek et al.,
1997).
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3.3.2 Exprese MMP-19 a jeji vyznam v zanétlivych procesech a v solidnich nadorech

Matrix metaloproteindzy nejsou exprimovany ve zdravych tkdnich nebo jen v malé
mifte, ale jejich produkce a aktivita je zvySend béhem zranéni, zanc¢tu nebo v pribéhu vzniku
nadoru (Nagase et Woessner, 1999). Bister et al. (2004) ve své studii prokazali, ze na rozdil
od vétsSiny matrix metaloproteindz, je MMP-19 pfitomna i v normalni stfevni sliznici.
MMP-19, ale také MMP-28 vykazuji snizenou expresi v prubéhu maligni transformace
tlustého stfeva a mohou hrat diilezitou roli pfi homeostaze.

V ramci In vitro experimentl byla prokazana schopnost MMP-19 degradovat kolagen
typu IV, laminin-1, nido-gen, fibronektin a Zelatinu typu I. Je zajimavé, Ze schopnost
aktivovat pro-MMP nebyla u MMP19 in vitro prokazana (Stracke et al., 2000a, Stracke et al.,
2000b). Dalsi zajimavosti je, ze se MMP-19 nachazi v benignich 1ézich prsni zlazy,
ale také v samotné normalni tkani prsni zlazy, avSak progrese sméfujici k invazivnimu
fenotypu a nadorové dediferenciaci vede k vymizeni MMP-19 z nadorovych bun¢k a krevnich
cév, coz naznacuje, ze by MMP-19 mohla slouzit jako ochranny marker (Djonov et al., 2001).

V zanétlivych onemocnénich stfev byla zvySena exprese MMP-19 v neemigrujicich
enterocytech a ubyvajicim epitelu stiev. Exprese MMP-19 neni spojena S migraci v normalni
stfevni sliznici (Bister et al., 2004). Ve studii Bister et al. (2004) nezpozorovali ptitomnost
MMP-19 na pocatku invaze karcinomu tlustého stieva, ale byla jasné snizend exprese
Vv epitelu nddorovych bunéénych ostrivkd, tzn. v pozdnim karcinomu tlustého stieva.

Poprvé byla exprese MMP-19 v lymfatickych cévach, neuronech a v hladké svaloviné
pozorovana ve studii Cervinkova et al. (2014). Ackoliv funkce MMP-19 v lymfatickych
cévach neni zndmda, mohla by mit podobnou funkci, jak bylo navrzeno pro MMP-19
v krevnich cévach, tj. tato proteinaza je schopna S§tépit komponenty bazilni membrany
(Stracke et al., 20004, Titz et al., 2004, Sadowski et al., 2005), které jsou zapojeny do ristu
cév (Cervinkovi et al., 2014). Popsané mechanismy se uplatiiuji v procesech zanétu a hojeni.

Vysokd exprese MMP-19 propagujici invazi nadorovych bunék byla pozorovana
v proliferujicich bunkach astrocytomu (nejcastéjsiho gliomu mozku) a v koznim melanomu
(Lettau et al., 2010, Muller et al., 2010).

Exprese a regulace MMP-19 muze byt rizna v zavislosti na typu bungk,
jakoz i na typu onemocnéni, napf. zanét nebo nador. Ackoli role MMP-19 a vsechny jeji
substraty ve stievé jesté nebyly objasnény v souvislosti se stievni homeostazou a v rozvoji
sttevnich onemocnéni, je pravdépodobné, ze MMP-19 se podili na progresi téchto

onemocnéni (Cervinkova et al., 2014).

23



4 CILE PRACE

1. Imunohistochemickd detekce PTEN a MMP-19 ve formalinu fixovanych a do parafinu
zalitych vzorcich u pacientt s kolorektalnim karcinomem.
2. Korelace délky preziti a délky bezpfiznakového obdobi s typem adenokarcinomu,

gradingem, stadiem onemocnéni a expresi vyse uvedenych proteint.
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5 MATERIAL A METODIKA

5.1 Tvorba parafinovych blokii

Aby mohl byt tentyz vzorek tkan¢ od jednoho pacienta pouzit k opakovanému
vysetieni, je nutné vytvoftit parafinové bloky. Tato metoda zahrnujici fixaci tkané, zaliti tkané,
krajeni tkan€, barveni a nasledné montovani se v histologii pouziva nejcastéji.

Prvnim krokem je odbér tkan€. S odebranym materidlem je nutné pracovat Setrné
arychle ho vlozit do fixacni tekutiny, jelikoz tkané bez pfistupu kysliku podléhaji rozkladu
hydrolytickymi enzymy (autolyza). Na spravném provedeni fixace zalezi vysledek dalSiho
zpracovani tkanég. Jestlize se odebere vzorek vétsitho objemu, musi byt nakrdjen na mensi
objekty, aby mohla fixacni tekutina dostate¢né rychle proniknout i do stfedu bloku (Malinsky,
1988). Divodem fixace je rychlé usmrceni bunck, ¢imz se zabrani denaturaci bilkovin,
které mohou byt dilezité pro dal$i praci stkéni. Fixacni tekutinou mohou byt latky
organického nebo anorganického plvodu, znichz nejcastéji pouzivanou je formol
(4 — 10% roztok formaldehydu). Jeho vyhodou je dobré srazeni bilkovin, nerozpousti tuky
atkan je mozné v ném uchovavat po delsi dobu (URL:<http://www.biologie.pedf.cuni.cz>
[cit. 2015-3-23]). Po zhruba 24hodinové fixaci musi byt provedeno vyprani fixacni tekutiny
a odvodnéni alkoholy o postupné se zvySujici koncentraci, protoZe parafin je médium
nemisitelné s vodou. Vzorek je tedy odvodiiovan v 70%, 80% a 100% etanolu. Po odstranéni
vody z tkanovych blocki je tfeba objekty prosytit latkou misici se soucasné se zalévacim
médiem (parafinem) i alkoholem. K projasnéni se vzorek vklada do acetonu, poté do smési
aceton/xylen a nakonec do xylenu. Po projasnéni musi byt tkan prosycena parafinem,
aby doslo k odstranéni xylenu z tkan¢. Poté nasleduje vlastni zaliti tkan€ do parafinu, pfic¢emz
dojde ke vzniku parafinovych blokt pfipravenych ke krajeni (Malinsky, 1988).

Jakmile je tkan zalitd v parafinu je mozné vzorek krajet pomoci tzv. mikrotomu
na pozadovanou tloustku fezu (v fddech mikrometri — um). Z blocku se pomoci specialnich
brousenych nozl, které¢ jsou soucasti mikrotomu, odkrajuji fezy o tloustce cca 4 pm.
Nasledné jsou tyto fezy pomoci vodni lazn€ napnuty a pieneseny na podlozni sklicko.

Takto piipravené skla mohou byt vyuzity k imunohistochemické detekci.
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5.2 Tvorba tkanové microarray

Shromézdit nékolik vzorkl tkéni zalitych v parafinovych blocich do jednoho
parafinového bloku (Obr. 3) je mozné prostfednictvim metody tkanové microarray
(TMA - tissue microarray). Pfedem oznaCena mista na tkani (donorovy blok) jsou pomoci
jehly, kterd je soucasti pristroje, vyfezdna ve tvaru valecki a vlozena do nového
(recipientniho) parafinového bloku. Umisténi valeckd do recipientniho bloku mé piesnou
orientaci, kterd je vytvarena v softwaru propojenym s ,microarrayerem®. Pro bezchybnou
orientaci naslednych fezl se do recipientniho bloku vkladaji i valecky tkani z jinych organt
slouzici jako kontrola, kterou patolog dokdze rozpoznat. VéleCky mohou byt odebrany
z mnoha mist stejného nadoru, znadoru v odlisSném case jeho vyvoje nebo znadori
od né¢kolika pacientd. Z TMA bloku nesouciho velké mnozstvi vzorkl se kraji tenké fezy,
které jsou poté napnuty na podlozni sklo a pfipraveny pro dal$i zpracovani jako
napf. imunohistochemie, imunofluorescence nebo FISH.

TMA piinasi celou fadu vyhod, z nichZ nejcennéjsi je seskupeni vétsiho poctu vzorka
do jednoho bloku. S touto vyhodou souvisi experimentalni jednotnost, snizeni mnoZzstvi
protilatek a dalSich ¢inidel, zachovani ¢asti ptivodniho vzorku pro dalsi diagndzu patologem,
dostatecné mnozstvi materiallu TMA, nutné v pfipadé potieby dalSich fezli a opakovani
experimentu a nakonec také mensi ¢asova narocnost.

Pti zpracovani vzorkl pro tuto praci byl pouzit od firmy Integrated System Engineering
pfistroj Galileo TMA CK 3500, ktery spolupracuje se softwarem IseTMA
Vv pocitadi a je nutny pro realizaci recipientniho bloku z nékolika donorovych bloki

(URL:<http://www.isenet.it> [cit. 2015-3-24]).
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Obr. 3: Schéma zhotoveni TMA bloku. Piekresleno podle Jawhar (2009).

5.3 Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC) je jednoduchd metoda, jez vznikla propojenim tii védnich
disciplin: imunologie, histologie a chemie. IHC umoziuje detekovat distribuci a lokalizaci
specifickych bunéénych slozek (antigent a jejich determinant) v tkanovych fezech pomoci
specificky znacenych protilatek. Jakmile dojde k vazb& protilatky s antigenem, nastava
barevna histochemicka reakce, kterou lze pozorovat svételnym mikroskopem v piipadé
znacCeni protilatky enzymem nebo fluorescencnim mikroskopem v ptipadé znaceni protilatky
fluorochromem. Znaceni protilatek enzymem nebo fluorochromem je nutné k barevné
vizualizaci, protoze samotnd vazba protilatky s antigenem nezptisobi Zadnou barevnou reakci.
(Ramos-Vara, 2005). V obecné roviné je tato vazba chapana jako vazba zamku (antigen)
aklice (protilatka), které do sebe specificky zapadnou (Beranova et Tonar, 2002).
IHC je v souCasnosti vyuzivana v diagnostice a vyzkumu infekénich 1 nadorovych
onemocnéni (Ramos-Vara, 2005).

Na zaklad¢ poradi znacené protilatky Ize imunohistochemické metody rozdélit na piimé
a nepfimé. Pii uziti pifimé metody se tzv. primdrni protilitka znaena enzymem
¢1 fluorochromem vaze rovnou k antigenu. Nepiimé metody jsou komplikované;si,
ale za to jsou mnohem citlivéjsi ve srovnani s piimymi metodami. Mezi nepiimé metody patii
nepiima dvojstupnova metoda, ktera byla pouzita v této praci, proto bude popsana podrobnéji

a dale nepfima trojstupnova metoda, kam se také fadi metoda avidin-biotin komplexu (ABC).
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Nepiimé trojstupniova metoda umoziuje zesileni signalu, jestlize je nedostatecné mnozstvi
antigenu ve tkani. V pfipadé trojstupniové metody se primarni protilatka vaze k antigenu
anatuto primarni protilatku se specificky vaze sekundarni protilatka, kterda musi byt
aplikovana v nadbytku. Dal$i krokem je navazani znaceného komplexu na sekundarni
protilatku, ¢imz  dojde  k barevné  reakci. Timto komplexem mize byt
peroxidaza-anti-peroxidaza — PAP, alkalicka fosfatdza-anti-alkalicka fosfataza — APAAP
nebo (strept)avidin-biotin-komplex — (S)ABC (Beranova et Tonar, 2002).

Pii pouziti dvojstupiiové nepiimé metody (Obr. 4) se v prvni vrstvé nanasi na tkanové
fezy neoznacend primarni protilatka nebo sérum, které jsou specifické proti prokazovanému
antigenu. Ve druhé vrstvé se aplikuje sekundarni protilatka proti Fc-fragmentu
imunoglobulint zvifete, které bylo darcem primarni protilatky. Sekundarni protilatka znacena
enzymem nebo fluorochromem se imunologickou vazbou véze na primarni protilatku

(Beranova et Tonar, 2002).

Nepfima dvojstupniova metoda

Nkundémi protilatka znadena enzymem
/ \:nmémf protilatka

Obr. 4: Schéma nepiimé dvojstupniové metody — znazornéni vazby sekundarni

Rez

protilatky zna¢enou enzymem na primarni protilatku, kterd vaze antigen ve tkani.

Piekresleno podle Beranova et Tonar (2002)
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5.4 Biologicky material

Z Ustavu klinické a molekularni patologie z Fakultni nemocnice Olomouc nam byly

poskytnuty donorové bloky pacientti se vzorky kolorektalniho karcinomu.

5.5 Chemikalie a roztoky

Anti-MMP19 antibody (Abcam, kat. ¢. ab53146), PTEN (138G6) Rabbit mAb (Cell
Signaling, kat. & 9559), Dako EnVision™ + Dual Link Systém — HRP (DakoCytomation,
kat. ¢. K4061), Liquid DAB + Substrate Chromogen Systém (DakoCytomation, kat. ¢. 3468),
pertex (Bamed), citrat sodny dihydrat (Aldrich, kat. ¢. 85,578-2), deionizovand voda,
Tween 20 (Sigma, kat. ¢. 37470), NaCl (Lachner, kat. ¢. 30093-APO), KCI (Lachner,
kat. ¢ 30076-APO), Na;HPO,2H,O (Lachner, kat. ¢. 30388-APO), KH,PO,4, 30% H,0;
(Lachner), aceton (Lachner), xylen (Lachner), etanol (Lachner), susené odtu¢néné mléko,
bovinni albumin frakce V (Sigma, kat. ¢. A7906), 10% NaNj3 (Sigma, kat. ¢. 26628-22-8),

fetalni sérum

Priprava roztokua

Zasobni 10x koncentrovany roztok PBS (80 g NaCl, 2 g KClI, 14,4 g Na,HPO,-2H,0, 2,4 g

KH,PO,) — navazky rozpustit v 0,5 | destilované vody a po dokonalém rozpusténi upravit pH
na 6,8 a doplnit vodou na objem 1 I. Skladovat pfi laboratorni teploté

Zredény 1x PBS s Tweenem (100 ml 10x PBS, 900 ml destilované vody a 1 ml Tween 20)
— vSe smichat. Je nutné pred kazdym pouZitim pfipravit novy.

10 mM citratovy pufr pH 6,0 (2,9 g citrat sodny dihydrat) — rozpustit v mensim objemu
destilované vody, upravit pH na 6,0 pomoci HCI a po dokonalém rozpusténi doplnit do 1 1.
Skladovat v lednici.

Roztok blokujici endogenni peroxidazy (3% H,0,), (10 ml 30% H,0,, 90 ml 1x PBS
s Tweenem) — vse smichat. Pfed kazdym pouzitim je nutné pfipravit novy roztok.

Bloka¢ni mléko (3 g susené odtu¢néné mléko, 2 g bovinni albumin frakce V a 1 ml 10%
NaN3) — navazky rozpustit v 50 ml 1x PBS s Tweenem a poté piidat 1 ml 10% NaNs.
Po dokonalém rozpusténi doplnit do 100 ml. Pied kazdym pouzitim pfipravit erstvy roztok.
Roztok pro fedéni primarni protilatky (900 ul 1x PBS s Tweenem, 100 pl fetalniho séra,
10 pl 10% NaN3) — v§e smichat. Pfed kazdym pouzitim pfipravit cerstvy roztok.

PTEN natedit 1:100 (10 pl do 1000 pl fediciho roztoku)

MMP19 natedit 1:600 (1,66 ul do 1000 ml fediciho roztoku)
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Kit Liquid DAB + Substrate Chromogen Systém (1 ml DAB + substrate buffer s 1 kapkou
DAB + chromogen) — v§e smichat.
Kamencovy Hematoxylin (50 ml 5% KAI(SO,),-12H,0, 1 ml 10% hematoxylinu v 96%
etanolu, 1 ml 2% HslOg, 10 kapek 3% koncentrované HCI (35%)) — vSe smichat.
- 5% zasobni roztok KAI(SO,),-12H,0 — kamence hlinitodraselného
Odvazenych 5 g KAI(SO4)2- 12H,0 rozpustit ve 100 ml destilované H,O
- 10% zasobni roztok hematoxylinu v 96% etanolu
Odvazeny 1 g hematoxylinu rozpustit v 10 ml 96% etanolu
- 2% zasobni roztok Hs10g — kyseliny jodisté
Odvazeného 0,5 g rozpustit ve 25 ml destilované H,O
- 3% zasobni roztok koncentrované HCI (35%) — kyseliny chlorovodikové

Odmétenych 8,6 ml konc. HCI (35%) smichat se 100 ml destilované H,O

5.6 Pristrojové vybaveni laboratore

pfistroj pro tvorbu TMA blok — Galileo TMA CK 3500 (Integrated System Engineering),
mikrotom RM 2135 (Reica), termostat IP100 U (LTE), lednice C 4023 (Liebherr), vodni
lazenn TWS8 (Julabo), magnetickd michacka Heidolph Hei-Standard (Heidolph Instruments
GmbH), vortex V-1 plus (Biosan), minicentrifuga (Fisher Scientific), vahy, pH metr, digitalni

timer, laboratorni digestot (Merci), mikroskop (Olympus)

5.7 Material

barvici vany dle Coplina s vikem, odmérné valce, pozitivné nabitd podlozni skla (Thermo
scientific), kryci skla, automatické pipety (2 — 1000 pl) a Spicky, 1,5ml mikrozkumavky,
odpadni ldhev, vlhka komtrka, skalpel, pinzeta, buniina, ochranné rukavice, parafinovy fix

Liquid blocker, centrofix
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5.8 Vlastni postup - imunohistochemie

Z jednotlivych pacientskych vzorkii byly vytvoieny TMA bloky. TMA bloky byly
krajeny na 4um ftezy, které byly napnuty na podlozni sklo a inkubovany pii 56 °C
Vv termostatu do dal$iho dne.

Po inkubaci néasledovala deparafinizace fezd. Sklicka sftezy byla 3x vlozena
do nadobky s xylenem, vzdy po dobu 5 minut. Aby doslo k hydrataci tkané, byla sklicka
pfemisténa do sestupné etanolové fady (100% etanol, 80% etanol a nakonec 70% etanol),
prficemz byla v kazdé koncentraci ponechdna 5 minut. Poté byla sklicka oplachnuta 2x
destilovanou vodou.

Ke zkvalitnéni detekce antigenti byla sklicka vlozena do nadobky s citratovym pufrem
(pH 6,0), kde probihala inkubace 40 minut. Pfedtim byla nddobka umisténa do vodni lazné
pfedehiaté na 95 — 99 °C, kde také ziistala po celou dobu inkubace. Po inkubaci se sklicka
nechala chladnout 20 minut pfi laboratorni teploté a nasledoval oplach destilovanou vodou.
Tyto vzorky byly ponofeny do kyvety s 1x koncentrovanym PBS pufrem

Po deparafinizaci a odmaskovani antigenti byly preparaty vlozeny na 10 minut
do roztoku 3% peroxidu vodiku, ¢imz doslo k blokaci endogennich peroxidaz. Dale byly
preparaty 2x oplachnuty vroztoku s 1x PBS s Tweenem a poté ponofeny na 5 minut
do kyvety s 1x PBS s Tweenem. Inkubace v kyveté po dobu 5 minut byla provedena jesté 2x.

Aby doSlo k zablokovani pozadi, byly vzorky piemistéeny na dobu 1 hodiny
do bloka¢niho mléka, kde se inkubovaly pfi laboratorni teploté. Po inkubaci byly vzorky 2x
rychle oplachnuty v roztoku s 1x PBS s Tweenem a poté opét ponofeny na 3X 5 minut
do kyvety s 1x PBS s Tweenem.

Nasledné na osuSend sklicka bylo napipetovano 200 pl ziedéné primarni protilatky.
Pouzité primarni protilatky jsou zaznamenany v Tab. 2. Sklicka s primarni protilatkou byla
uzaviena do vlhké komurky, kterd se nechala inkubovat pfes noc V lednici. Dalsi den byla
sklicka 2x rychle oplachnuta v roztoku s 1x PBS s Tweenem a v tomto pufru inkubovana 3x
5 minut.

Po osuseni skli¢ek bylo aplikovano 200 ul sekundarni protilatky (EnVision™ + Dual
Link Systém, Labelled Polymer — HRP) a sklicka byla ponechana ve vlhké komtrce
k inkubaci po dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté.

Po oplachnuti sklicek destilovanou vodou a 2x rychle v roztoku s 1x PBS s Tweenem

a nasledné inkubaci 3x 5 minut v tentyz pufru bylo aplikovano 100 pl chromogenu DAB,
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ktery se nechal inkubovat 5 — 10 minut. Byl pouzit kit Liquid DAB + Substrate Chromogen
Systém (DakoCytomation, kat. ¢. K3468).

Po opétovném promyti destilovanou vodou a 2x rychle v roztoku s 1x PBS s Tweenem
a nasledné inkubaci 3x 5 minut v tentyz pufru byly preparaty vlozeny na 30 sekund do kyvety
S barvicim roztokem hematoxylinu a poté do kyvety s destilovanou vodou. Nasledné byly
preparaty oplachovany 3 minuty pod tekouci vodou.

Odvodnéni preparatd bylo provedeno oplachem v acetonu — 1 minutu, ve smési
aceton/xylen — 1 minutu a nakonec v xylenu — 3 minuty. Poslednim krokem bylo zamontovani

preparatii do montovaciho média — Pertexu.

Tab. 2: Ptehled pouzitych primarnich protilatek

Detekovany .
) Protilatka Redéni
protein

MMP-19 monoklonalni 1:600

PTEN monoklonalni 1:100
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6 VYSLEDKY

Pomoci neptimé dvojstupiiové metody byla provedena detekce proteini MMP-19
a PTEN za pouziti komeréné dostupnych protilatek na souboru 53 pacientskych vzorkd,
kterym byl diagnostikovany kolorektalni karcinom. Exprese téchto proteinti byla hodnocena
pomoci H — indexu (pozitivita slaba — 1+, stfedni — 2+ a silnd — 3+ nésobend % pozitivnich
bunck). Podle intenzity zabarveni pozitivni tkdn€¢ do hnéda byl stanoven stupenl pozitivity
(Obr. 5 a Obr. 7), pticemz slaba pozitivita odpovida intenzité zbarveni 10 — 29 %, stfedni
pozitivita odpovidé intenzité zbarveni 30 — 60 % a vysoka pozitivita odpovida intenzité
zbarveni 61 — 100 %. Negativni tkan byla zbarvena pouze do modra (Obr. 6 a Obr. 8),

¢emuz odpovidé intenzita zbarveni 0 — 9 %.

Obr. 5: Vizualizace imunohistochemické Obr. 6: Vizualizace imunohistochemické

detekce MMP-19 v pozitivni tkani detekce MMP-19 v negativni tkani

Obr. 7: Vizualizace imunohistochemické Obr. 8: Vizualizace imunohistochemické

detekce PTEN v pozitivni tkdni detekce PTEN v negativni tkani
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Data byla zpracovana v pocitacovém statistickém softwaru R. Byla provedena analyza
vlivu jednotlivych faktord (gradingu, stagingu a histologického typu kolorektalniho
karcinomu) na celkové preziti (OS — overall survival) a délku bezptiznakového obdobi
(DFS — disease free survival) prostfednictvim log-rank testu a jednotliva ptezivani (DFS, OS)
byla nasledné¢ modelovana prostfednictvim Coxova regresniho modelu. Pro kazdou
podskupinu pacienti vytvofenou dle daného faktoru byly odhadnuty kiivky piezivani
metodou Kaplan-Meiera. V grafech pro piislusny faktor je kromé& samotnych kiivek ptezivani
vyznaCen vysledek log-rank testu a absolutni a relativni (v procentech) pocet udalosti
pro kazdou podskupinu. Hladina signifikance byla u vsech analyz stanovena 5 %.

Kolorektalni karcinom je délen do histologickych subtypti C18 (zhoubny novotvar
tlustého stfeva), C19 (zhoubny novotvar rektosigmoidealniho spojeni), C 20 (zhoubny
novotvar kone¢niku). Ze ziskanych dat je ziejmé, Ze OS 1 DFS je u novotvari C19 a C20
lepsi, nezu C18 (Graf 1 a 2).

Podle o¢ekavani, z Coxovy regresni analyzy i z log-rank testu, je patrné, ze grading je
vyznamnym faktorem ptezivani. OS 1 DFS jsou hor$i u pacientli s vy$§im gradingem,
nez U pacientd s niz§im gradingem. Hodnota HR = 7,5, 95%CI = (0.92-62.01), pro grading 3
v piipadé OS vykazuje riziko udalosti (Amrti) 7,5x vyssi vic¢i gradingu 1, byt je vyznamnost
dosazena az na hladiné¢ 10 % (Tab. 3 a Graf 3). Hodnota HR pro grading 3 a DFS
vici gradingu 1 neni vyznamna ani na hladiné¢ 10 %, HR = 2,8, 95%CI = (0.57-13.42)
(Tab. 4 a Graf 4), avsak da se usuzovat, ze pii vét§im pocétu vzorkii by mohla byt prokazana
hypotéza o souvislosti vyssiho gradingu s hor§im DFS piezivanim. Vysledky log-rank testu
pro grading a oba typy piezivani jsou statisticky vyznamné (OS p-value = 0,011, DFS p-value
= 0,043). Taktéz i stadium je vyznamnym faktorem OS a DFS (log-rank test,
OS p-value = 0,004, DFS p-value < 0,001). Pro stadium 4 a OS je
HR = 13.9, 95%Cl = (1.77-108.78), coz znamena, ze riziko udalosti je 13,9x vyssi,
nez prostadium 1 (Tab. 5 a Graf 5). U DFS je ve stejném piipadé dokonce
HR = 27.4, 95%CI = (3.51-214.57) (Tab. 6 a Graf 6).
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Graf 1. Kiivky celkového prezivani (Kaplan-Meierv odhad) pacienti ve vztahu

K histologickému typu adenokarcinomu
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Graf 2: Ki#ivky DFS (Kaplan-Meieriv odhad) pacientd ve vztahu k histologickému typu

adenokarcinomu
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Tab. 3: Vliv gradingu na celkové ptezivani testovany prostiednictvim log-rank testu (p-value)

Graf 3:

0s

a HR spolu s 95% konfiden¢nim intervalem z odpovidajiciho Coxova regresniho modelu
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0.8

0.8

0.4
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pro jednotlivé kategorie (vztazeno k zékladni kategorii grading 1).

Grading [ N Events HR (95% ClI)
1 5 1 (20 %)
2 [38] 13(34.2%) | 2.2(0.29-17.15)
3 8| 7(@®75%) | 7.5(0.92-62.01)*
p-value=0.011

* test vyznamnosti regresniho parametru, p-value < 0,1

N...celkovy pocet pozorovani v dané kategorii
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Tab. 4: Vliv gradingu na DFS testovany prostiednictvim log-rank testu (p-value) a HR spolu
S 95% konfiden¢nim intervalem z odpovidajiciho Coxova regresniho modelu pro jednotlivé
kategorie (vztaZzeno k zakladni kategorii grading 1)
Grading | N Events HR (95% ClI)
1 5 2 (40 %)
2 38| 13(34.2%) 0.9 (0.2-4.01)
3 8 7 (87.5 %) 2.8 (0.57-13.42)
p-value=0.043

N...celkovy pocet pozorovani v dané kategorii

Events...pocet udalosti (amrti) i s procentudlnim vyjadfenim

Graf 4: Kiivky DFS (Kaplan-Meiertv odhad) pacientti ve vztahu ke gradingu
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Tab. 5: Vliv stagingu na OS 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 zékladni kategorii staging 1)

Staging | N Events HR (95% ClI)
1 11 1(9.1 %)
2 18 6 (33.3 %) 3.9 (0.47-32.24)
3 10 5 (50 %) 6.8 (0.8-58.52) *
4 14 10 (71.4 %) 13.9 (1.77-108.78) **
p-value=0,004

* test vyznamnosti regresniho parametru, p-value < 0,1
** test vyznamnosti regresniho parametru, p-value < 0,05
N...celkovy pocet pozorovani v dané kategorii

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

Graf 5: Kiivky celkového prezivani (Kaplan-Meieriv odhad) pacientii ve vztahu ke stadiu

onemocnéni
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Tab. 6: Vliv stagingu na DFS 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 zékladni kategorii staging 1)

Staging | N Events HR (95% ClI)
1 11 1(9.1 %)
2 18 6 (33.3 %) 3.8 (0.46-31.66)
3 10 5 (50 %) 7.1 (0.82-60.49) *
4 14 12 (85.7 %) 27.4 (3.51-214.57) ***
p-value<0,001

* test vyznamnosti regresniho parametru, p-value < 0,1
*** test vyznamnosti regresniho parametru, p-value < 0,01
N...celkovy pocet pozorovani v dané kategorii

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

Graf 6: Kiivky DFS (Kaplan-Meiertuv odhad) pacienti ve vztahu ke stadiu onemocnéni
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Intenzita exprese proteint MMP-19 a PTEN byla hodnocena v jadrech nadorovych
bun¢k, v cytoplazmé nddorovych bunck, v bazalnich buiikdch bez tumoru a ve stromdlnich
bunkach. Z grafu odhadnutych kiivek piezivani (Kaplan-Meier odhad) je vidét, Ze pacienti
s expresi PTEN v bazélnich bunkéch bez tumoru se stfedni pozitivitou (2+) prezivaji daleko
Iépe, nez ti pacienti s negativnimi bazalnimi buiikami (Graf 7). Z toho vyplyva, ze mutace
PTEN (tedy snizend exprese) by mohla znamenat hor$i progndézu u pacientii s CRC.
Pro zajisténi statistick¢é vyznamnosti by bylo zapotiebi ziskat rozséhlej$i soubor pacienti
s vétsim zastoupenim ve skupinach s vyss§i pozitivitou. Po rozsifeni souboru pacientti budeme
tento jev dale sledovat. Asociace mezi expresi PTEN v cytoplazmé nadorovych bunék s OS
i DFS prezivanim nebyla v nasem souboru pacienti prikazna, ziejmé také diky malému

zastoupeni vzorkl v kategoriich s pozitivitou 1+ az 3+.

Graf 7: Kiivky piezivani (Kaplan-Meiertv odhad) DFS pacientt dle stupné pozitivity exprese
PTEN v bazalnich nenadorovych buiikkach
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Nebyl zjistén statisticky vyznamny prognosticky vliv imunohistochemické exprese
MMP-19 na OS ani DFS v bazalnich bunkach bez tumoru v naSem souboru pacientd.
Nebyl zjistén zadny signifikantni rozdil v DFS pfezivani pro jednotlivé kategorie exprese
MMP-19 v bazalnich nenadorovych bunkach (log-rank test, p-value = 0,544), viz Graf 8.
Také exprese MMP-19 Vv nenadorovych bazalnich buiikédch nebyla asociovédna s celkovym
prezitim (p = 0,662), viz Graf 9. Rovnéz nebyl zjistén vliv exprese MMP-19 v nadorovych
bunkach na interval bezpfiznakového obdobi. Coxtv regresni model, ve kterém adjustujeme
vzhledem ke gradingu a stagingu, vypovida, Ze exprese MMP-19 v cytoplazmé bunék
by mohla byt pozitivnim faktorem piezivani (Tab. 7). Vysledek log-rank testu je ovSem
statisticky nevyznamny (p-value = 0,544), nicméné pozorujeme vyrazn¢ leps$i trend piezivani
u pacientil se zvySenou expresi MMP-19 v cytoplazmé nadorovych bunék ve srovnani

s negativni expresi (Graf 10).

Graf 8: Kiivky DFS piezivani (Kaplan-Meiertv odhad) pacientt s riznym stupném pozitivity

exprese MMP-19 v bazalnich nenadorovych buiikach
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Graf 9: Kiivky celkového prezivani (Kaplan-Meiertiv odhad) pacientli s riznym stupném

pozitivity exprese MMP-19 v bazalnich nenadorovych buikach

3 | logrank p-value=0.662
— IHC.MMP19.Abcam_basal=0 (n=45), events=17 (37.8%)
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Tab. 7: Adjustovany (vzhledem ke gradingu a stagingu) Coxtv regresni model celkového

prezivani pro pozitivitu exprese MMP-19 v cytoplazmé nadorovych bunék (HR spolu

S 95% konfiden¢nim intervalem pro jednotlivé kategorie vztazené k zakladni kategorii O,

HR pro grading a staging vztazeno k jednotkové zmén¢ téchto parametrit)

Staging | N Events HR (95% CI)
0 4 3 (75%)
1+ 2 1 (50%) 0.3 (0.03-3.92)
2+ 6 2 (33.3%) 0.1 (0.02-0.87)**
3+ |38 14 (36.8%) 0.3 (0.07-1.07)*
grading 3.4 (1.2-9.87)**
staging 2.8 (1.57-4.91)***

* test vyznamnosti regresniho parametru, p-value < 0,1

** test vyznamnosti regresniho parametru, p-value < 0,05

*** test vyznamnosti regresniho parametru, p-value < 0,01

N...celkovy pocet pozorovani v dané kategorii

Events...pocet udalosti (Amrti) i s procentudlnim vyjadienim
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Graf 10: Ktivky cekového prezivani (Kaplan-Meieriv odhad) pacientd s riznym stupném
pozitivity exprese MMP-19 v cytoplazmé nadorovych bunék
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7 DISKUZE

Cilem experimentalni casti predkladané bakalaiské prace bylo detekovat
imunohistochemickou expresi proteinit MMP-19 a PTEN ve tkani kolorektalniho karcinomu.
Nasledné zjistit korelaci celkového pieziti a délku bezptiznakového obdobi s typem
adenokarcinomu, gradingem, stadiem onemocnéni a nakonec se ziskanymi vysledky expresi
téchto proteind.

Z nasich vysledki vyplyva, ze OS a DFS u karcinomu tlustého stfeva (C18) je horsi,
nez u karcinomu kone¢niku (C19-C20). Je vSak nutné poukazat na tvrzeni Jayne et al. (2010)
z jeho studie, kde uvadi, ze nebyl nalezen rozdil v DFS ani OS mezi karcinomem tlustého
stteva a karcinomem kone¢niku. Uvedené rozdily jsou déany riznou strukturou souboru
pacienttl.

V naSem souboru pacienti bylo sledovano horsi OS i DFS v souvislosti s vys$Sim
gradingem. Vliv gradingu u kolorektalniho karcinomu na OS a DFS neni v literatufe prozatim
jednozna¢né dolozeny. Ve studii Kim et al. (2015) uvadi, Ze grading je nezavislym
prognostickym faktorem DFS.

Stadium kolorektdlniho karcinomu tzce souvisi S celkovym piezitim i délkou
bezptiznakového obdobi. OS 1 DFS je horsi u pacientl s vy$§im staddiem tohoto onemocnéni.
Tyto vysledky jsou v souladu se studii Musila (2003), ve které uvadi, Ze pacienti se stadiem I
maji 94% pravdépodobnost pétiletého preziti, oproti pacientim se stadiem IV, ktefi maji
pravdépodobnost na pétileté preziti pouze 2,4 %. Dané vysledky podporuji vysledky i mnoha
dalSich autorti.

Z nasich vysledk se da pouze piedpokladat, Ze pacienti s expresi PTEN vykazuji lepsi
OS oproti pacientim bez exprese PTEN. S nasim pfedpokladem se shoduje vysledek prace
tymu Atreya et al. (2013), ktery uvadi median OS 9 mésict u pacientll s negativni expresi
PTEN. Median OS u pacientt s expresi PTEN pak uvadi 49 mésicu. Li et al. (2009) studovali
expresi PTEN metodou PCR, po které nasledovalo pfimé sekvenovani. Nicméné dosli taktéz
k zavéru, ze pacienti bez exprese PTEN méli kratsi dobu pfeziti, nez pacienti s expresi tohoto
proteinu. Mimo to, zjistili, Ze nizka exprese PTEN je v pozitivni korelaci s velikosti nadoru,
hloubkou invaze, lymfatickou invazi a s vy$§im stddiem nadoru dle Dukesovi klasifikace.

MMP-19 byla exprimovana 1 v nenadorovych buinikdch kolorektalni tkané,
avSak nebyla zaznamenana jeji korelace s OS nebo DFS v souvislosti s timto typem bunék.
Dle vysledk Sena et al. (2012), byla nizka exprese MMP-19 sledovana ve zdravé tkani

sttevni sliznice, kdezto v nadorovych buiikkach pak pozorovali zvySenou hladinu exprese
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MMP-19. Na zaklad¢ poznatkl ze studie Sena et al. (2012), lze ptedpokladat, ze MMP-19
hraje roli v prubéhu maligni transformace.

Asano et al. (2008), studovali expresi nékolika matrix metaloproteinaz,
véetné MMP-19 na souboru 112 vzorka s kolorektalnim karcinomem. Zjistili, ze DFS je
U pacientll s vys$i intenzitou exprese MMP-19 vyrazné krat$i, nez u pacientii se snizenou
intenzitou exprese tohoto proteinu. Z téchto poznatkt vyplyva, Ze zvySena exprese MMP-19
muze souviset s recidivou. Nase vysledky poukazuji vSak na opacny trend i v souvislosti
s OS. To muze byt diisledkem hodnoceni malého poctu vzorkl v dané kategorii, které nejsou

dostacujici pro vérohodnou statistiku.
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8 ZAVER

Predkladana bakalafskd prace se zabyvala detekci exprese proteinit MMP-19 a PTEN
u kolorektalniho karcinomu. Byla sledovana korelace mezi celkovym piezitim (OS) a délkou
bezptiznakového obdobi (DFS) s histopatologickymi znaky, kterymi jsou typ
adenokarcinomu, grading a stadium onemocnéni a nakonec také s expresi detekovanych
proteinil. V teoretické Casti byla zpracovéna literarni reSerSe zaméfena na problematiku
kolorektalniho karcinomu, prognosticky a prediktivni vyznam proteini MMP-19 a PTEN
u kolorektalniho karcinomu.

V experimentalni ¢asti je popsana tvorba microareji a princip imunohistochemické
metody, které byly vyuZzity pii zpracovani vzorki. Z vysledki statické analyzy bylo zjisténo,
ze OS i DFS je horsi u pacienti s karcinomem tlustého stieva, nez u pacientd s karcinomem
kone¢niku. OS i DFS bylo rovnéz horsi u pacientd s vy$$im stadiem onemocnéni i s vysSim
gradigem. Bylo zpozorovano lepsi OS i DFS u pacientt s vyssi expresi PTEN, nez u pacientt
se snizenou nebo dokonce negativni expresi PTEN. Exprese MMP-19 v cytoplazmé
nadorovych bunék by mohla byt pozitivnim faktorem piezivani. Vysledky poukazuji na urcity
trend, avSak pro pochopeni souvislosti MMP-19 v kolorektdlnim karcinomu je nutné

zpracovat vétsi pocCet vzorktl, aby mohl byt tento trend potvrzen.
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10 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

4E-BP
Akt
APAAP
APC
AS160
CEA
CIN
CRC
DAB
DFS
DNA
ECM
EGF
EGFR
ENTPDS
ERK
FAP
FISH
FOXO
GSK3
HR
IHC
K-ras
mADb
mCRC
Mdm2
MMP
MMPI
MSI
mTOR
O]
p70S6K

......

Protein kinaza B — také PKB

Alkalicka fosfataza-anti-alkalicka fosfataza komplex
Adenomatous polyposis coli

TBC1 domain family member 4
Karcinoembryonalni antigen
Chromozomalni nestabilita

Kolorektalni karcinom
3,3-diaminobenzidin

Délka bezpiiznakového obdobi
Deoxyribonukleova kyselina
Extracelularni matrix

Epidermalni rastovy faktor

Receptor pro epidermalni rastovy faktor
Ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 5
Extracellular signal-regulated kinase
Familiarni adenomatézni polypdza
Fluorescen¢ni in-situ hybridizace
Forkhead box O

Glykogen syntdza kinaza 3

Hazard ratio

Imunohistochemie

Kirsten rat sarcoma viral oncogen homolog
Monoklonalni protilatka

Metastazujici kolorektalni karcinom
Mouse double minute 2 homolog

Matrix metaloproteindza

Inhibitor matrix metaloproteinazy
Mikrosatelitni nestabilita

Mammalian target of rapamycin

Celkové preziti

70 kDa ribosomal protein S6 kinase
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PAP
PDK1

PFS

PGC1
PI3K

PIP2

PIP3
PP2A
PTEN
RAF
RASI-1
RHEB
RNA

RTK
(S)ABC
SKP2
SREBP-1c
TGF-a
TIMP
TMA
Tp53
TACSTD2
TSC1/TSC2
TSG

Peroxidaza-anti-peroxidaza komplex
Fosfatidylinositol-fosfat dependentni kinaza-1
doba preziti bez progrese

Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma
Fosfatidylinositol-3-kinaza
Fosfatidylinositol-4,5-bifosfat
Fosfatidylinositol-3,4,5-trifosfat

Protein fosfataza 2A

Fosfatazovy a tensinovy homolog

Raf kinases

Rheumatoid Arthritis Synovium Inflamed — 1
Ras homolog enriched in brain

Ribonukleova kyselina

Receptor tyrosin kinazy

(Strept)avidin-biotin komplex

S-phase kinase-associated protein 2

Sterol Regulatory Element-Binding Protein 1c
Transformujici ristovy faktor alfa

Tkanovy inhibitor metaloproteinazy

Tkanova mikroarray

Tumor-supresorovy gen p53
Tumor-associated calcium signal transducer 2
Komplex tuber6zni sklerdzy 1/2

Tumor-supresorovy gen
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