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SEZNAM ZKRATEK
AR — androgenni receptory
ATP — adenosintrifosfat
BHP — benigni hyperplazie
CaP — karcinom prostaty
CDK — cyklin-dependentni kinazy
cDNA — komplementarni DNA
CgA — chromogranin A
CLSM — konfokalni laserova skenovaci mikroskopie
CRPC —kastra¢n¢ rezistentni karcinom prostaty
Ct — ,,cycle of treshold*; cyklus prahu PCR
CYP17 — ,,cytochrome P450 17alpha-hydroxylase/17,20-lyase*
DAB - 3,3 — diaminobenzidin
DHT — dihydrotestosteron
DMEM - ,.Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium*
DT-PSA — zdvojovaci ¢as PSA
EMT — epitelovo-mezenchymova tranzice
FFPE — ,,formalin fixed parafin embedded*
FITC — fluoresceinisothiokyanat
fPSA — volny PSA
FSH — folitropin
GnRH — gonadotropin uvoliujici hormon
GS — Gleasonovo skore
HIER — ,,heat-induced epitope retrieval*
hK2 — glandularni kalikrein 2
HRP — kifenovéa peroxidaza
IHC — imunohistochemické metody
IL-6 — interleukin 6
Ki67 — marker bunécné proliferace
LHRH — hormon uvoliujici luteinizaéni hormon
LM —laserovéa mikrodisekce
MIHC — multiplexni imunohistochemicka metoda
NSE — neuron specifickd enolaza

PIA — proliferativni zanétliva atrofie



PIN — proliferativni intraepitelialni neoplazie
PSA — prostaticky specificky antigen

PSMA — prostaticky membréanovy antigen
RB-protein — retinoblastoma protein

SCF —,,Skp, Cullin, F-box containing complex *
SHGB — globulin vazajici pohlavni hormony
Skp2 —,,S-Phase Kinase-associated Protein 2
TBP — ,,house-keeping® gen

TP53 — tumor supresorovy gen

TRITC — tetramethyl-rhodamin-isothiokyanat
TSA — tyramidova amplifikace signdlu

UPS — ubigitin-proteazovy systém



1. Uvod a cile prace

Karcinom prostaty je tietim onkologickym onemocnénim v CR zpisobujici
nejvyssi mortalitu u muzt (DusSek et al., 2014). Toto onemocnéni mize mit mnoho forem
a muze byt zafazeno do nékolika klasifikacnich kategorii (viz nize). Zdaleka
androgeni karcinom invaduje do okolnich tkédni a v konetném stddiu progreduje
do metastatického onemocnéni. (Bartiinikova et al., 2014).

V soucasné dob¢ se pii diagnostice i terapii vyuziva biomarkert, které jsou odlisné
exprimovany ve zdravé a patologické tkani. Objev vyznamu dalSich specifickych markeri
by mohl pomoci objasnit podstatu iniciace a ristu nadoru, ale také Iépe a diive rozpoznat,
o jaky typ karcinomu prostaty se jedna a jak jej Ize uspésné 1é€it. Tato prace byla zaméfena
na proteiny Skp2 a Slug (viz nize), u nichz se pfedpoklada, ze se podileji na procesu
epitelovo-mezenchymové premény, jenz vede k rozvoji agresivngjsi formy nadoru.

Za ucelem zkoumani kolokalizace studovanych proteinli je mozné provést
imunofluorescenéni ¢i imunohistochemické barveni. V budoucnu by mohla byt v klinické
praxi vice vyuzivana laserova mikrodisekce k ziskani konkrétnich nadorovych bunék
z bioptického vzorku karcinomu, jez by mohly byt dale analyzovany, napf. pomoci
RT-gPCR.

Pro sledovani miry exprese z4jmovych markeri v malém mnoZstvi bunck

je nutné, aby tato metoda byla vhodné optimalizovana.

Cile této prace byly nasledujici:
e Vypracovat literarni reSerSi zabyvajici se karcinomem prostaty, jeho soucasnou
1é¢bou, vyuzitim imunohistochemickych metod a laserové mikrodisekce.
e Prokazat kolokalizaci proteinii Skp2 a Slug v buiikach karcinomu prostaty pomoci
vicebarevného fluorescen¢niho barveni.
e Aplikovat vybrané metody na mikrodisekované bunky z FFPE nebo zamrazenych
tkani karcinomu prostaty za uc¢elem ovéfeni exprese Skp2 a Slug na tirovni MRNA.

e Optimalizovat metodu RT-gPCR pro malé pocty vySetifovanych bunék.
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2. Soucasny stav FeSené problematiky
2.1 Prostata

Predstojnd zlaza (latinsky prostata) je zlaznaty organ ulozeny pod hrdlem
mocového méchyte. Prostatou prochazi horni ¢ast mocové trubice a ejakularni kanalek,
ktery usti nazadni sténé prostatické Casti mocCové trubice ve vybézek semenny
(colliculus seminalis, verumontanum), znéhoz vychazeji chamovody. Po stranach
semenné¢ho vybézku se nachazi 15-30 vyvoda prostatickych zlaz. Dilezitou soucasti
pro funkci prostaty je semenny vacek, parovy organ umistény mezi mo¢ovym méchyrem
a kone¢nikem. Jeho vyvod se spojuje s chamovodem tésné pied jeho vstupem do prostaty
(Patel, 2011; Matouskova, 2004).

Prostata vykonava dllezitou funkci v urogenitdlni soustavé. Produkuje
a prechovava sekret, ktery je soucasti ejakulatu. Pro homeostazu prostaty, ale také rozvoj
nadorového  onemocnéni  jsou  dualezit¢  hormony, pfedev§im  androgeny
(Matouskova, 2004). Vyvoj prostaty zacina jiz béhem pozdni embryogeneze epitelidlnim
pucenim v urogenitalni dutiné. Diky vlivu androgenil se tyto pupeny zacinaji rapidné
rozsifovat a d¢lit. Timto zalind formovani typické struktury zldznatého organu.
Po narozeni intenzivni rozvoj prostaty pokracuje a vétSinou je dokoncen az pred dosazenim
sexualni dospélosti. Vyvijejici se prostata je vysoce proliferativni tkan, pfi¢emz nejvetsi
mnozstvi diferencujicich se bun€k lze nalézt na vrcholcich rostoucich prostatickych
kanalti. Naopak, v dospélosti se prostata stava ponékud neaktivni a lze nalézt pouze malo
bunék ve stadiu mitotického déleni ¢i apoptozy (Knudsen a Vasioukhin, 2010).

Prostata je obalena pevnym vazivovym pouzdrem z hustého vaziva tvoteného
kolagenem. Vazivové-svalové stroma prostaty obsahuje husté kolagenni vazivo se snopci
1 samostatnymi buiikami hladkého svalstva. Stromatem probihaji tuboalveolarni Zlazky,
jejichz vystelka je tvofena dvouradym epitelem zaoblené kubickych ¢i trojbokych
bazélnich bun¢k a kubickymi az cylindrickymi buiikami se sekrecni funkci. Tato vystelka
obsahuje velky pocet androgennich receptorti a je vyznamné ovliviiovana testosteronem.
Kvili tomu mlZe pifi intenzivn€j§i hormonalni stimulaci tvofit vybézky s vysokym
vicefadym cylindrickym epitelem. Do lumina Zlaz produkuji luminéalni bunky prostaticky
specificky antigen (PSA) a dalsi latky. Také v epitelu se nachazeji endokrinni bunky.
Lumen Zzlazek je vyplnén sekretem s alkalickou povahou, nezbytnym k zahdjeni motility

spermii (Martinek a Vacek, 2009).
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Homeostaza bunék prostatického epitelu je déna pomérem mezi apoptézou
a proliferaci bunék. Porucha homeostdzy muze zptsobovat atrofické zmény — plosné
(vznikaji pfi androgenni deprivaci) a loziskové (nezavislé na hladin€¢ androgent).
Tyto atrofie oznacujeme jako proliferativni zdnétlivé atrofie (PIA). Dale se miize rozvinout
1 prekancer6za, tzv. prostaticka intraepitelidlni neoplazie (PIN), jenz piedchdzi vzniku

karcinomu o cca 15-20 let (Matouskova, 2006).
2.2 Nezhoubna onemocnéni prostaty

Nezhoubné nadory nejsou piimo Zzivot ohrozujici, nicméné¢ mohou ovliviiovat
zdravotni stav pacienta, nebot’ mohou poskozovat okolni tkané ¢i dokonce ptechazet
v prekancerozy (Velkova, 2013).

Nejcastéjsim typem benigniho nddoru u starSich muzi je benigni hyperplazie
prostaty (BHP). Jedna se o onemocnéni prokazatelné histologickym vySetfenim
u cca 50 % muzi v Sedesatych letech veku a témét 90 % muzh starSich osmdesati péti let
(Lukes a Novotny, 2014). Pii BHP dochazi k proliferaci bunc¢k hladké svaloviny
a epitelidlnich bunék v pfechodné z6n€ prostaty, v nékterych ptipadech také
Vv periurethralni zoné. Pii BHP tedy nadmérné roste stroma i zlazky. Toto zplsobuje tlak
na  mocovou trubici, ¢imz  dochdazi knadmémému  zadrzovani  moce
(Liilllmann-Rauch, 2012). Kromé¢ rizika vyvoje BHP ve zhoubny nador, BHP ohrozuje
Zivot pacienta také tim, Ze miZe dojit k selhani funkce dolnich mocovych cest a celkovému

selhani ledvin (LukeS a Novotny, 2014).
2.3 Karcinom prostaty

V soucasné dob¢ byva karcinom prostaty (CaP) diagnostikovan u 15-20 % muzu,
umrtim vSak nastésti kon¢i jen okolo 3 % piipadu (Varga et al., 2015). Karcinom prostaty
nejCastéji vznikd v periferni zoéné prostatické zlazy a jeho rist probiha pomalu.
Zprvu nepusobi Zadné obtize, klinické symptomy se objevuji az pfi infiltraci zlazy
(MatousSkova, 2004).

Na vzniku rakovinného onemocnéni se podili mnoho faktorti a samotny proces
vzniku nddoru je velmi komplikovany. Heterogenni populace nadorovych bunék
se rozristd mezi populaci nenddorovych bunck a tkani tvoficich slozity néadorovy
»ekosystém*. B&hem ranych staddii vzniku nadoru je imunitni systém clovéka schopny

kontrolovat riist nadorovych bunék. V pokrocilejsich stadiich jsou vSak rakovinné bunky
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vic¢i imunitnim mechanismiim odolnéj$i a mohou byt paradoxné imunitnimi sloZkami
V rustu podporovan. (Bartiikova et al., 2014).

Krom¢ akumulovanych kanceréznich epitelialnich bun¢k, ze kterych se nador
prostaty primarné vyviji, hraji vyznamnou roli pfi vzniku nadoru a jeho rlstu
také neepitelialni bunécné typy. Tedy ob€ bunécné struktury, epitelidlni i stromalni, maji
vliv nejen na vznik, ale také na progresi nadoru (Knudsen a Vasioukhin, 2010).

V poslednich letech narGstd incidence CaP, nicméné piiCinou vys$iho poctu
diagnostikovanych je zavedeni testovani hladiny PSA do klinické praxe, vétsi povédomi
o této problematice v laické populaci a pokrok v technice zobrazovacich vysetfovacich
metod (Capoun et al., 2012).

Karcinom prostaty se od ostatnich solidnich nadort 1i8i tim, Ze jeho rdst probiha
obvykle velmi pomalu a jeho ,,doubling time* (¢as nutny ke zdvojnasobeni velikosti)
je dlouhy. CaP patii k nadortim, jez jsou citlivé, alespon na urcitou dobu, vic¢i nedostatku
androgent (Matouskova, 2006). Obecné, jako maligni karcinom prostaty je oznaCovan
pravé adenokarcinom s rtiznym stupném diferenciace bunék za soucasné zmény jejich
puvodni funkce (Vranova, 2012).

Adenokarcinom prostaty vznika nejcastéji z epitelidlnich bunék zlazovych acint
(acinarni adenokarcinom), vzacné také z bunék zlazovych vyvodi (duktalni karcinom),
Z pojivovych tkani (sarkomatoidni karcinom), z neuroendokrinnich bun€k (malobunécny
karcinom) a dalSich typt tkan¢ (Humphrey, 2012). K ostatnim typtim malignich nadort
prostaty patii mucindzni, dlazdicobunécny a intraduktalni, nadory z pifechodného epitelu
a mezenchymové tumory. NejnebezpecnéjSim je pravé malobunéény karcinom, u n¢hoz
je prumérna doba pieziti ¢asto kratsi nez jeden rok (Hanu$ a Macek, 2015).

Acinarni adenokarcinom je v ranych fazich strukturné velice podobny normélnim
acinim. Diagnoézu lze potvrdit absenci bazdlnich bunék. Zisadnim znakem malignity
je infiltrativni rGst a invaze do okolnich tkani (Plechackova, 2006). Pii vySetfovani
byva vétsinou nalezen jeden dominantni nador, ktery byva nejvétsi nebo je ohodnocen
nejvyssim Gleasonovym skore (GS), a v pfipadé¢ malignity také dalSi mensi nadorova
loziska. Pfi efektivni terapii i diagnéze je dobré, zaméfit se primarné na dominantni tumor,
ostatné¢ ve véEtSin¢ pripadi je pravé toto lozisko zodpovédné za vznik metastaz
(Van Der Kwast, 2014).

Nejcastéjsim onkologickym onemocnénim u muzii jsou prave zhoubné nadory

prostaty. Patfi mezi druhé nejcastéj$i onkologické onemocnéni zpiisobujici Umrti

13



V rozvinutych zemich a tieti nejcast¢jSi pfi¢ina umrti na zhoubny nador u muzi v CR

(Obr.1) (Matouskova a Hanus, 2013).
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Obr.1: Vyvoj incidence a mortality zhoubnych karcinomd prostaty v CR V&ase (pievzato

Z http://www.uroweb.cz)

Pficinou Gmrti je ve vét§in¢ ptipadu kastraéné rezistentni typ karcinomu (CRPC,
,»castration resistant prostate cancer®). Tyto karcinomy prorustaji do okolnich tkani a tvofi
metastaze, Casto do kosti, mékkych tkani ¢i parenchymatickych organi. Senzitivita
rakovinnych bunék vic¢i androgenni deprivaci se ¢asem sniZzuje a nador se tak vyviji 1 pii

kastrac¢nich hladinéch testosteronu (MatousSkova a Hanus, 2013).
2.3.1 Prostaticky specificky antigen

Prostaticky  specificky  antigen  (PSA) je  glykoprotein  kddovany
na 19. chromozomu. Prostaticky specificky antigen je kalikerinu podobna serinova
proteaza a je sekretovan epitelidlnimi builkami prostatické tkané, a to jak zdravé,
tak i nadorové, nebot’ fyziologickou funkci PSA je zkapalnéni spermatu. Hladina PSA
koreluje s vékem pacienta a také s objemem prostaty. V krevnim séru cirkuluje z Casti
ve formé vazané na bilkoviny krevni plazmy, z ¢asti jako volny fPSA (free PSA).
Pti zjiSténi vyS$i hladiny v séru, nez jaka je povaZzovana za normalni, se doporucuje
provedeni punkéni biopsie prostaty (Plechackova, 2006; Hanu§S a Macek, 2015;
Kolombo et al., 2008).
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Stanoveni hladiny PSA vSak muze byt zavad¢jici, nebot’ i pres fyziologickou
hodnotu PSA (Tab.1) nelze vyloucit ptitomnost CaP. Z tohoto divodu se v klinické praxi

pouzivaji také dalsi dulezité vySetfovaci parametry (Plechackova, 2006).

Tab.1: Referen¢ni hladiny PSA pro vékové kategorie muzti (Plechackova, 2006)

Vék pacienta Referencni hladina PSA
40-49 <2,5 ng/ml
50-59 <3,5 ng/ml
60-69 <4,5 ng/ml
70-79 <6,5 ng/ml

2.3.2 Gleasonovo hodnoceni

Existuje nékolik klasifikacnich systémil, podle kterych Ize hodnotit CaP
(Broders, Bocking, Mostofi, Gaeta, MDAH) (Kral et al., 2007). Pro zhodnoceni
histopatologického stupné diferenciace byva nejcastéji pouzivan grading dle Gleasona,
¢imz lze ziskat tzv. Gleasonovo skore (GS) (Hradil et al., 20014).
Systém Gleasonova gradingu byl prvné prezentovan v roce 1966 a v soucasné podobé
se pouziva od roku 2005 (Kral et al., 2007).

Gleasonova klasifikace spo¢ivd v hodnoceni architektonického usporadani
nadorovych Zlazek prostaty od prvniho do patého stupné€, kdy prvni stupent znaci nejlépe
diferencovany typ nadoru a paty stupent ptredstavuje nejméné diferencovany typ nadoru
(Obr. 2). Hodnoceni GS je dano stanovovanim nejcastéjSiho a druhého nejéastéjsiho
histologického vzorce. Zpravidla byvaji pfitomny dva dominantni strukturni typy,
avSak v n€kterych ptipadech byva ptitomen 1 tercidlni vzorec. Za predpokladu, Ze grade
tohoto tfetiho typu je vys$i nez u prvnich dvou nejcastéjSich vzorcl, oznacuje se jako

tercialni vzorek vyssiho grade (Kral et al., 2007).
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Obr.2.: Schématicky di:clgram vzorcl pro hodnoceni GS v nadorech lidské prostaty. (P%evzato z KNUDSEN,

Beatrice S. a Valera VASIOUKHIN, 2010. Mechanisms of Prostate Cancer Initiation and Progression.

Elsevier, 2010, 1-50. Advances in Cancer Research.)

Vzorec 1 — akumulace kulatych zlazek podobné velikosti, vétsina téchto typu rakoviny by byla klasifikovana
jako adenodza, a nikoliv jako rakovina, kvuli detekci vzacné se vyskytujicich bazalnich bunék.
Vzorec 2 — nadorova masa, ktera sestava z vétSich kancer6znich zlaz s mirné variabilnim primérem a ostie
vymezenymi okraji.

Vzorec 3 — Akumulované oddélené Zzlazovité jednotky s rizné velkym a tvarovanym okrajem, kazda
obklopena stromalnimi bunikami, s infiltraci mezi normalnimi zlazkami.

Vzorec 4 — rozptylené zlazovité jednotky, zlazky se Spatné rozlisenym okrajem, kribriformni buiiky, bunééné
fragmenty.

Vzorec 5 — bunééné fragmenty cCasto s nekrdzou, samostatné rakovinné buniky ve stromatu.

(Knudsen a Vasioukhin, 2010)

2.3.3 TNM Kkilasifikace a staging

Pro dosaZeni spravné interpretace vysledkii mezi jednotlivymi lécebnymi centry
a spravny vybér terapie i odhad progndzy je dilezité, aby informace popisujici anatomicky
rozsah onemocnéni byly co nejpiesnéjsi a klinicky popis zhoubnych nadorti byl jednotny.
Klasifikaci nddoru mizeme provadét pomoci rtiznych kritérii, jako jsou naptiklad presna
anatomickéd lokalizace, rozsah onemocnéni, uddvana doba trvani symptomd, vék pacienta,
histologicky typ a stupenl diferenciace nadoru. TNM Kklasifikace prvotné¢ popisuje
anatomicky rozsah nemoci, ktery je uréovan klinicky, popfipadé histopatologicky (Tab. 2).
Jeho vyhodou je fakt, ze hlavni hodnotici kritéria jsou jednotna a pouzitelna pro vSechny
anatomické lokalizace bez ohledu na terapii. Navic poskytuje moznost pozdéj$iho doplnéni
informaci ziskanych histopatologickym vySetfenim nebo chirurgickym zakrokem

(Sobin et al., 2011).
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TNM systém k popisu anatomického rozsahu nemoci je zaloZzen na hodnoceni tii slozek:
T — rozsah priméarniho nadoru
N — nepiitomnost ¢i piitomnost a rozsah metastaz v regionalnich miznich uzlinach

M — nepfitomnost ¢i pfitomnost vzdalenych metastaz (Sobin et al., 2011)

Tab.2: Klasifikace nadori prostaty podle TNM systému hodnoceni a kritéria pro zafazeni CaP do

jednotlivych skupin (pfevzato a upraveno z Aus et al.,2003)

Klasifikaéni
] Kritéria pro zarazeni do klasifika¢ni skupiny
skupina
T1 tumor nehmatatelny, nezobrazitelny
Tla histologicky ndlez v < 5 % resekované tkané
Tlb histologicky nélez v > 5 % resekované tkané
Tlc nalez z punk¢ni biopsie
T2 tumor omezen na prostatu
T2a < polovina jednoho laloku
T2b > polovina jednoho laloku
T2c oba laloky
T3 Sifeni tumoru pies pouzdro prostaty
T3a extrakapsularni rozsifeni
T3b invaze do semenného vacku
infiltrace nebo postizeni okolnich struktur: zevni
T sverac, rektum, levatory, panevni sténa
N1 metastaze v regionalni mizni uzling
M1la metastaze v mizni uzling jiné nez regionalni
M1b metastaze v Kosti
M1lc jina(¢é) lokalizace metastaze

2.3.4 Soucasné terapeutické postupy

Zakladnim vySetfenim je stanoveni prostatického specifického antigenu (PSA)
a vySetfeni zlazy per rectum. V pfipadé¢ podezielého nalezu je dale provedeno
ultrasonografické vySetieni, pfipadné histopatologické vySetieni. Teprve na zakladé

histopatologického nélezu lze nasadit vhodnou terapii (Matouskova, 2004).
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Zhruba 15 % pacienti ma jiz v dobé stanovani diagndézy generalizované
onemocnéni. Pokud se onemocnéni odhali v ¢asném stadiu (patologické T2), kdy je tumor
lokalizovéan pouze v prostaté, voli se terapie radikalni prostatektomii ¢i primarni radikalni
radioterapii. VEtsi Cast pacientll je zcela vylécena, ¢ast Z nich vSak muze pozdéji relabovat
(Bartankova et al., 2014).

Pacienti, jejichz nador predstavuje nizké riziko, (Tab. 3) se casto mohou
bezprostfedni terapii vyhnout, nebot jejich tumor nebyvd zivot ohrozujici.
podcenéni agresivity onemocnéni. K tomuto dochazi az u 20 % pacientl s nizkym rizikem.
U pacienti se stfednim rizikem hrozi v pfipadé neléCeni rozvinuti metastatického
onemocnéni. U cca 20-40 % pacientl stiedniho rizika primdrni terapie selze, zatimco
dalSich 10-20 % viibec terapii potfebovat nemusi, protoZe jejich nador nemd agresivni

povahu (Van Der Kwast, 2014).

Tab.3: Rizikové skupiny karcinomu prostaty a jejich kritéria (pievzato z Hradil et al., 2014)

Riziko Kritéria

Nizké riziko PSA <10 ng/ml; GS< 7; cT1-2a
Stfedni riziko PSA 10-20 ng/ml; GS = 7; cT2b-c
Vysoké riziko PSA > 20 ng/ml; GS 8-10; cT3-4

Pacienti s lokaln¢ pokrocilym CaP (patologické T3 a T4) mivaji nepfiznivou
prognbézu. Jako terapie se opét voli operace nebo radioterapie, vétSinou jako soucdst
viceucelového postupu. Pacienti s metastdzemi jsou odkazani na androgenni deprivaci,
at’ uz chirurgickou ¢i farmakologickou. Androgenni deprivace navozuje apoptéozu bunék
primarniho tumoru 1 pfipadnych metastaz. JelikoZ ale hormon-independentni buiiky nadoru
1 pfes hormonalni 1écbu dale nekontrolovatelné rostou, dochazi diive ¢i pozdéji k opétovné
progresi choroby. Metastazujici karcinom prostaty rezistentni vuci kastraci
je charakterizovan pfitomnosti kostnich nebo jinych vzdalenych metastdz a trvalym
zvysenim hladiny PSA, k némuz dochazi
i pii kastraéni hladin¢ androgent. V této fazi onemocnéni lze nasadit chemoterapii
(Bartankova et al., 2014).

Volba vhodné terapie u CaP zalezi na stddiu nemoci a pfitomnosti rizikovych
faktorti progrese nadoru. Pro pacienty v klinickém stadiu I a II (CaP ohrani¢en na zlazu)

se voli razné metody 1éCby, napiiklad ,,watchful waiting” postup (metoda piisné¢ho
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dohledu), v nekterych piipadech i radikalngjsi metody. Na vybéru se z velké miry podili
i rozhodnuti pouceného pacienta. Obecné vSak plati, ze pro nemocné s nizkym
Gleasonovym skore ve vysSim véku byva preferovan piistup ,,watchful waiting®
(Matouskova, 2006). Na rozdil od aktivniho sledovani (surveillance), které se voli u
pacientd s velmi nizce rizikovym karcinomem, a pii kterém probihd pravidelné vysetfovani
PSA, digitalni rektalni vySetfeni a kontrolni biopsie za G¢elem odhaleni agresivnéjsi formy
nadoru, se pii metod¢ ,,watchful waiting” pacient sleduje do biochemické progrese
a nastupu symptomui onemocnéni a teprve poté nastupuje 1é¢ba (Kral et al., 2014).

Pro mladé pacienty s dlouhou ptedpokladanou dobou zivota se obvykle voli
radikalni prostatektomie, pro muze stfedniho veéku radioterapie bud'to samostatné

¢i v kombinaci s hormonalni 1é¢bou (Matouskova, 2006).
2.3.5 Chirurgické reSeni a radioterapie

Chirurgicka 1écba karcinomu prostaty mize byt bud’to kurativni nebo paliativni.
Nejpouzivangj$im radikalni terapii je radikalni prostatektomie, (Adam, 2004)
kterd je volbou u lokalizovaného CaP, neprortstajiciho do prostatického pouzdra.
Pfi této terapii se odstrani celd prostata vcetné pouzdra, semenné vacky, a u vétSiny
nemocnych i spadové lymfatické uzliny (Plecha¢kova, 2006). Alternativou je radikalni
radioterapie. Tato metoda byva volbou pii stadiich Tla T2b NO MO a u pacientd,

ktefi nemohou nebo nechtéji terapii radikalni prostatektomii (Adam, 2004).
2.3.6 Hormonalni terapie a chemoterapie

Klicovym iniciatorem replikace prostatické buiiky je hormon testosteron, patiici
do skupiny androgenti. Je produkovan Leydigovymi bunikami varlete, tvorba je inhibovana
zpétnovazebnymi mechanismy. Produkci tohoto hormonu fidi hypothalamo-hypofyzarni
komplex  prostfednictvim LHRH  (,Juteinizing  hormone-releasing  hormone®),
ktery déle stimuluje lutropin a folitropin. Pfes 92 % testosteronu je produkovano varlaty,
5 % vkufe nadledvin a 2 % vznikaji konverzi =z estradiolu v tukové tkani
(Matouskova, 2006).

Naprosta vétsina testosteronu je pfitomna ve vazané forme — vazbou na bilkoviny
krevni plazmy (globulin vazajici pohlavni hormony SHGB) (Adam, 2004).
Enzymem 5Sa-reduktdzou, ktery se vyskytuje ve dvou izomerech, kdy pfedevsim izomer 11

se Vprostaté, tukové tkani i kazi vyskytuje ve vysoké koncentraci, je testosteron
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konvertovan na dihydrotestosteron (DHT). Po navazani DHT na androgenni receptory
(AR) dochazi k tvorbé komplexu DHT-AR, ¢imz je spousténa proteosyntéza a replikace
bunky (Matouskova, 2006; Sikorova, 2013). Androgeny se ale podili 1 na vzniku a
progresi CaP. Toto tvrzeni podnécuje fakt, Ze se tento nador nevyskytuje u pacientd
kastrovanych V predpubertalnim véku, ani u pacientd s kongenitalnimi hormonalnimi
abnormalitami. Zatim ovSem neni zndma jednoznacnd korelace mezi sérovou hladinou
testosteronu a rizikem vzniku CaP (Plechackova, 2006).

Cilem hormonalni 1é¢by je blokace uéinku ¢i potlaceni sekrece androgent.
Absence  androgenii  zplisobuje  apoptéozu  androgen-dependentnich  bunék.
Z tohoto divodu se vyuziva 1ééba LHRH analogy, které navodi kastra¢ni hladiny
testosteronu, podobné jako chirurgicka orchiektomie. V dobé¢ diagnézy je vétsina (az 80 %)
nadori citliva k hormonalni 1é¢b¢, nicméné trvani 1é¢ebné odpovédi je cca 1 — 1,5 let
(Matouskova, 2006). Po urcité dobé vsak dochazi k rozvoji kastraéné-rezistentni formy
onemocnéni, kdy jsou moznosti 1écby velice omezené. V tomto piipadé se voli
chemoterapie, vétSinou doplnénd 1éky, které tlumi komplikace zplisobené tvorbou metastaz
Vv kostech, typickych pro toto stddium nemoci. Mezi pouzivand chemoterapeutika patii
mitoxantron, docetaxel, denosumab a dalsi (Sikorova, 2013).

U vétSiny pacientd podstupujicich chemoterapii na bazi docetaxelu vSak Casem
dochdzi k progresi nemoci. Proto se mnoho klinickych studii zabyvad rozvojem dalSich
chemoterapeutik. Mezi nové uzivana chemoterapeutika patii napiiklad Kabazitaxel
(derivat taxant), Abirateron acetat (inhibuje CYP17, poskytuje pozitivni predbézné
vysledky v klinickych studiich) a Enzalutamid (antiandrogen blokujici vazbu

na androgenni receptor, translokaci v jadfe a transkripci) (Mottet et al., 2015).
2.4 Geny dulezité pro karcinom prostaty
2.4.1 Biomarkery

Biomarkery jsou geny s odliSnou expresi ve zdravé a patologické tkani.
Identifikace biomarkerit mize probihat analyzou krevniho séra, moci, plasmy ¢i samotnych
tkani. RozliSujeme je naptiklad podle toho, ve kterém stadiu terapie je urCujeme
a vyuzivame, takze je lze rozdélit na diagnostické, prognostické, prediktivni
a farmakodynamické. Diagnostické markery jsou vyuzivany k urCeni patologie tkan¢.
Prognostické biomarkery charakterizuji agresivitu nadoru a jeho pravdépodobny vyvoj.

Prediktivni biomarkery poskytuji informace o odpovédi na 1é¢bu a usnadnuji volbu
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nejpiinosnéjsi terapie. Farmakodynamické biomarkery zkoumaji tuCinnost 1éCiva.
U biomarkert je dualezité, aby vykazovaly vysokou specifitu a senzitivitu.
Specifita charakterizuje jistotu, ze v pifipadé zdravého pacienta bude marker nabyvat
negativnich hodnot. Senzitivita je schopnost markeru charakterizovat patologicky stav
tkan¢ bez jasnych klinickych symptomu (Sikorova, 2013).

V souCasné¢ dobé mnoho védeckych vyzkuml pracuje na objevu dalSich
specifickych markert. V ramci klinického testovani muzeme mluvit o prostatickém
membranovém  antigenu  (PSMA), Ki67  (marker  bunétné  proliferace),
TP53 (tumor supresorovy gen), IL-6 (interleukin 6), hK2 (glandularni kalikrein 2),
CgA (chromogranin A), NSE (neuron specifickd enoldza) a tada dalSich
(Hradil et al., 2014).

V nasi praci jsme se blize zabyvali proteiny Skp2 a Slug (viz niZe).
2.4.2 Zmény v kontrole bunééného cyklu

Bunécny cyklus je regulovan riznymi faktory, mezi nejvyznamnéjsi patii proteiny
nazyvané cykliny. Iniciace buiikky pro vstup do dal§i fdze bun&tného cyklu je fizena
hladinami exprese téchto proteind. Aktivace cyklini probihd jejich navdzanim
na cyklin-dependentni kinazy (CDK). Enzymova aktivita CDK je regulovana predevsim
fosforylaci téchto molekul. Na fizeni bunééného cyklu se podileji hlavné komplexy CDK4
s cyklinem D, CDK®6 s cyklinem D a CDK2 s cyklinem E. Tyto komplexy tidi G1 fazi
a vstup do S-faze. Cyklin-dependentni kinazy jsou schopny vyvolat cilenou fosforylaci,
¢imz vyznamné ovliviuji proliferaci bunék. Pifi fosforylaci retinoblastoma-proteinu
(RB-protein; jenz je povazovan za nadorovy supresor) muze dochazet ke vzniku
karcinomu. V né¢kterych typech karcinomu dochazi ke zméné funkce RB-proteinu kvili
deregulaci CDK (Luc¢anova, 2013).

Pfi mutaci genu RB1 se u déti vyviji retinoblastom. Ve form¢ somatické mutace
se Casto vyskytuje 1 v karcinomech, napft. prostaty, plic, prsu a dalSich. Inaktivni forma
RBI1 pftispiva k vyssi proliferaci bunék. Gen RB1 produkuje retinoblastoma protein
(RB-protein), jenz je zodpovédny za kontrolu G1 restrikéniho bodu v bunééném cyklu,
kdy dochazi ke kontrole buniky pii vstupu do S-faze. Po hypofosforylaci tohoto proteinu
se knému navazuji transkripéni faktory E2F, coz zablokuje aktivaci genu, které jsou
potiebné pro postup do dalsi faze bunécného cyklu. Pii fosforylaci tohoto proteinu

komplexem cyklin D/ CDK4/6 se vsak faktory E2F uvoliiuji a pfi jejich navédzani

21



na promotorové ¢asti urcitych gent (napt. pro DNA-polymerazu alfa) je buiice umoZznén
vstup do S-faze (Lucanova, 2013; Bouchalova et al., 2016).

Jednim z inhibitora cyklin-dependentnich kinaz je p21, ktery je hlavnim cilem pro
Skp2. Protein p21 inhibuje pfedevsim G1 a S-fazové cyklin-dependentni kinazy. Exprese
p21 byva vyvolana proteinem p53. Jelikoz cilovou molekulou p21 jsou i CDK specifické
pro fazi G1 (kdy jejich substratem je retinoblastoma protein), p21 tvoii jakysi mustek mezi
dilezitymi nadorovymi surpresory — RB-proteinem a p53 (Bouchalova et al., 2016).

Jaderny fosfoprotein p53 o hmotnosti 53 kDa je koédovan genem TP53.
V G1 fazi bunécného cyklu probihd kontrola integrity genomu a oprava poskozenych
useki. DNA. Tento proces zabranuje replikaci chybné genetické informace.
Kontrolu genomu reguluje pfedev§im p53. Tento protein reaguje na poskozeni DNA
zastavenim bunécného cyklu a nésledné aktivuje transkripci opravnych enzymi pro DNA.
V ptipad¢ nezdaru v zastaveni bunécného cyklu ¢i nevydarené opravy DNA, p53 vyvola
apoptozu (Lukes et al., 2003). Mezi nejcastéjsi a nejdilezitéjsi zmeény, které 1ze detekovat
v buiitkdch nadoru je aberace pravé jiz zminovaného nadorového supresoru
p53 (Dvorak et al., 2008).

Pro zhoubné¢ nadorové bunky je charakteristickd ztrata kontaktni inhibice,
ztrata schopnosti reagovat na signdl k zastaveni bunéného cyklu. V bunkéch,
ve kterych se vyskytuji mutace regulatori bunééného cyklu (napt. p53), dochazi
k hromadéni genetickych defektti. Toto mize v koneéném disledku podporovat vznik jesté
agresivnéjSiho fenotypu. Nador tak miize ziskat schopnost nekontrolovatelného ristu

a rychleji progradovat, ¢i dokonce tvofit metastaze (Lukes et al., 2003).

2.4.1 Epitelovo-mezenchymova pfeména

Aby rakovinné bunky mohly opustit svou lokalizaci a invadovat do okolnich tkani,
musi dojit ke ztrat¢ adheze a musi nabyt schopnosti pohybovat se.
K uvolnéni bunck z primarniho karcinomu a jejich Sifeni dochazi
epitelidlné-mezenchymalni tranzici (EMT). Program EMT je aktivovan b&hem fady
vyvojovych procesli, jako napfiklad formovani mesodermu ¢i neurdlni listy.
Béhem EMT bunky ztraceji své epitelové charakteristiky, vCetné adheze a polarity
a nabyvaji mezenchymové morfologie a schopnosti migrovat. Bunka tedy deaktivuje

expresi epitelidlnich markerd, jako je protein E-cadherin a navodi mesenchymalni markery,
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véetné vimentinu a fibronektinu. Funk¢ni ztrata E-cadherinu v epitelidlni bunce
Jje povazovana za charakteristicky znak EMT. Lidsky promotor genu E-cadherin se sklada
Z elementt, které jsou zodpovédné za jeho transkripéni utlum. Neékteré zinc-finger
transkrip¢ni faktory, naptiklad Snaill, Snail2 (Slug), ZEB1 a ZEB2, jsou schopny se piimo
navazat na tyto elementy promotoru E-cadherinu a =zabranit jeho transkripci
(Casas et al., 2011).

Pti EMT vnadorech a pii embryogenezi, je mnoho transkripcnich faktort
navozujicich EMT casto aktivovano simultdnné, naptiklad exprese Twistl, Snaill, Snail2
a ZEB2. Bylo zjisténo, ze indukce Snail2 je nezbytnd pro Twistl k vyvoldni EMT.
Deaktivace Snail2 kompletné blokuje schopnost Twistl potlacit transkripci E-cadherinu.
Twist] svym navdzanim se na promotor Snail2 vyvola transkripci Snail2. Exprese Twistl
a Snail2 v lidskych karcinomech vysoce koreluje (Casas et al., 2011).

Twistl protein je vysoce exprimovan v CRPC buikach, které nabyly schopnosti
rezistence vuci kastraci. Inaktivace Twistl zmiriiuje proces EMT a inhibuje bunéény rust
a migraci. Protein Twistl je pozitivné regulovan ve vétSin€ (90 %) malignich prostatickych
rakovinnych tkdnich. Ve spojeni s Skp2 je Twistl kritickym komplexem pro vznik CRPC.
Skp2 totiz podnécuje nedegradativni ubiquitinizaci Twistl a stabilizuje jej, proto se podili
na vyvolani EMT. Dals§i vyzkumy zamétujici se na Skp2 a Twistl slibuji pfiblizeni

se k porazeni CRPC (Ruan et al., 2017).
2.4.3 Skp2 a Slug (Snail2)

,,S-Phase Kinase-associated Protein 2 (Skp2) je gen, ktery byl pivodné klonovan
kvili jeho asociaci S kindzami S-fize a vysokou expresi v mnoha nadorovych bunéénych
liniich. Skp2 negativné ovliviiuje regulatory bunécného cyklu a nadorové supresory
a chova se tedy jako onkogenni protein. ZvySena exprese Skp2 byla detekovana v riznych
typech karcinomu, napiiklad lymfomu, karcinomu prostaty, melanomu, karcinomu prsu
a dalSich. Navic byla objevena také vyznamna korelace mezi expresi Skp2, histologickym
grade a metastazemi v mnoha typech nadort.

Skp2 se nachdzi na chromosomu 5p13.3-p13.1 a u nékterych pacient s CaP byva
tento usek amplifikovan. Exprese Skp2 je regulovana androgeny v normalni i nadorové
tkani. Bylo prokazano, ze Skp2 patii mezi tzv. F-box proteiny a je soucasti
E3 ubiquitin-ligizového komplexu SCF (Skpl-Cullin 1-F-box). Rodina E3 ligaz patii

k ubiquitin-proteazomovému systému (UPS), ktery kontroluje stabilitu kli¢ovych
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regulatori bun¢k. V UPS existuji tfi typy enzymu: ubiquitin aktivacni enzym (EIl),
ubiquitin konjugacni enzym (E2) a ubiquitin ligdza (E3). Tyto tfi enzymy fidi kaskadu
reakci zajist'ujici funkcnost UPS. Prvni krok je zavisly na ATP a zahrnuje vazbu ubiquitinu
a El. Ubiquitin je poté aktivovan za pomoci ATP thiolesterovou vazbou a nésledné
premistén na E2. E2-ubiquitin komplex poté interaguje s E3 a molekula ubiquitinu
se presune na substrat. Skp2, stézejni komponenta SCF komplexu, rozpoznava cilové
substraty pro ubiquitinizaci. Skp2-dependentni ubiquitinizaci vSak nemusi nutné vést
k degradaci proteinu (viz nize).

Bylo objeveno, ze specifickymi substraty pro Skp2 jsou napiiklad inhibitory
cyklin-dependentnich kinaz p21 a p27 a dalsich. Skp2 bez pochyby hraje vyznamnou roli
v regulaci mnoha bunéénych procesech, jako je bunéény cyklus, bunécnd proliferace,
apoptoza, diferenciace a schopnost buiiky pieZit. VSechny tyto procesy jsou navic blizké
rozvoji rakoviny skrz degradaci téchto substratii. Pii zvySené expresi Skp2 v prostatické
specifické tkani dochazi k vyrazné proliferaci, coz vede k hyperplazii, dysplazii
a kone¢né karcinomu v prostatické zlaze. Vzhledem k tomu, ze zvySena exprese Skp2
byva spojovana s vysSim grade karcinomu a recidivé onemocnéni, Skp2 by mohl byt
vyznamnym prognostickym ukazatelem. Navic bylo prokazano, Zze deficience
Skp2 zabranuje rozvoji CaP spousténim bunécéného starnuti skrz pozitivni regulaci p21,
p27 a ATF4. Skp2 rovnéz kontroluje proteolytickou degradaci nddorového supresoru
BRCA-2 vrakovinnych bunkach prostaty a podporuje bunéény rlst a migraci
(Wang et al., 2012; Lin et al., 2010; Ruan et al., 2017).

Snail proteiny patii mezi zinc finger proteiny, se Ctyfmi az péti ,zinc fingers®
(specialni proteinové motivy) umisténymi na C-termindlnim konci proteinu.
Obsahuji také konzervativni doménu na N-terminalnim konci a SNAG a dal$i domény
Vv centralnim regionu. Pravé tyto domény jsou zodpovédné za represivni vlastnosti téchto
proteinti. Rodina Snail proteinli je charakteristickd bé&znou proteinovou organizaci.
Proteiny z této skupiny obsahuji vysoce zachovalé oblasti na karboxylovém konci proteinu.
Zinc fingers zprostiedkovavaji sekvencné specifické interakce s DNA. Odpovidajici misto
pro navazani Snail gend obsahuje 6 bazi, CAGGTG. Oblast N-konce proteinu je napfic
zivo€iSnymi druhy meén€ zachovald, ale vétSina znich obsahuje doménu SNAG.
Snail2 je od ostatnich proteinii ztéto rodiny odliSen tzv. SLUG doménou pobliz

zinc finger (Obr. 3) (Cobaleda et al., 2007).
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Obr.3: Schématicky diagram funkénich oblasti tfech ¢leni Snail rodiny transkripénich faktort. Tyto proteiny
obsahuji N-terminalni doménu SNAG (oranzove) a C-terminalni zinkové domény (modré krouzky). Tyto dvé
domény jsou zodpovédné za represorovou aktivitu. Protein Snail2 navic obsahuje SLUG doménu (zelen¢)

(Pfevzato z Cobaleda et al., 2007).

Snail2 byl prvné identifikovan v neurdlni list€¢ a vyvijejicim se mezodermu
v kufecich embryich. Pfitomnost Snail2 byla potvrzena v Sirokém spektru lidskych
leukémii, rhabdomyosarkomu, karcinomt jicnu a v karcinomech prsu, kde vysoce
koreloval se ztratou E-cadherinu. Nedavné studie potvrzuji, Ze Snail2 je také aktivovan
Vv malignich mezoteliomech, kde se pfedpoklada, Ze Snail2 je zapojen do mechanismu
rezistence vici chemoterapii, nebot’ chrani buniky pied smrti. Proto je Snail2 povazovan
za marker malignity a je slibnym cilem pro terapeutické tcely (Cobaleda et al., 2007).

Slug hraje roli vmigraci a invazi rakovinnych bunék. Mechanismus,
kterym Slug podporuje migraci a invazi rakovinnych buné€k prostaty zatim vSak neni znam.
Slug reguluje epitelidlné-mezenchymalni  pfechod v riznych typech rakoviny
a ma schopnost potlacit expresi E-cadherinu a spoustét epitelidlné-mezenchymalni
pteménu (EMT), coz vede k tomu, Ze buinky rakoviny mohou uniknout z primarniho
tumoru a metastazovat. Obecné, Slug se podili v riznych fyziologickych i patologickych
procesech. Naptiklad se podili pfi obran¢ hematopoetickych progenitorti pfed apoptdzou
vyvolanou radiaci. Z pokust na mySich déale vyplyva, ze Slug se ziejmé podili také
na vyvoji urogenitalnich organt.

Slug je androgenné¢ regulovany gen v bunikach CaP.
Zvysena hladina Slug v bunkidch CaP a androgenni receptory (AR) mohou formovat
komplex, coz muze zplisobovat zvySeni transkripéni aktivity AR a androgeny nésledné

podpoii rast bunék. Zvysend exprese Slug v buitkach CaP miize aktivovat bunécné geny
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zodpovédné za androgenni expresi a potencidlné zapfiCinit rast bun€k i pii absenci
androgenti. Také védecké studie potvrzuji, ze v bunkach CaP existuje pozitivni korelace
mezi expresi Slug a nuklearnimi androgennimi receptory.

Slug-AR komplex tedy nejspiSe hraje dilezitou roli v urychleni rustu
CaP zvySovanim exprese proteinit AR, stimulaci aktivity AR a timto se podili na rezistenci
vuci androgenni deprivaci (WU et al., 2012).

Tato prace byla vypracovana v navaznosti na vysledky studie na pracovisti
Skolitele, kdy byla provedena retrospektivni analyza Skp2, Slug a dalSich proteini
na souboru 101 vzorkl karcinomu prostaty. Vysoké Gleasonovo skére (8 a vice)
bylo spojeno svyssi expresi nuklearniho Skp2 (p<0.001) a niz8§i expresi
E-cadherinu (p=0.011) (Obr. 4). Pacienti s metastazemi v lymfatickych uzlinach rovnéz
vykazovali niz§i expresi E-cadherinu (p<0.001) a trend k vyssi expresi nuklearniho Skp2,
Slug, Ki67 a androgenového receptoru (p=0.176, 0.103, 0.079 a 0.12) (Obr. 5).
Nuklearni Skp2 slabé koreloval s androgenovym receptorem (Rs 0.37) a Slug (Rs 0.322)
Vv souboru primarnich nadoru. Korelace pro Skp2 a Slug byla zesilena u pacienti
s vysokym Gleasonovym skorem (Rs 0.557) i u pacientll s metastazemi v lymfatickych
uzlinach (Rs 0.559). Souvislost mezi Skp2 a Slug byla pozorovana rovnéz v nékolika
in vitro modelech karcinomu prostaty, zejména v bufikach s mezenchymalnim fenotypem
(nepublikovana data).

Z vyse uvedenych diivoda bylo jednim z cila této bakalarské prace ovéfit alespoii
u nékolika pacientskych vzorkti, zda proteiny Skp2 a Slug jsou spolecné pfitomny

ve stejnych buiikach karcinomu prostaty.
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Obr. 5: Piifklad imunohistochemického barveni Skp2 (A), androgenového receptoru (B), Slug (C) a Ki-67
(D) v adenokarcinomu s Gleasonovym skorem 4+4 u pacienta s metastazemi do lymfatickych uzlin. ZvétSeni

200x. (Pfevzato ze Zavére¢né zpravy grantu NT13573 IGA MZ CR)

2.5 Imunohistochemické barveni preparati

Imunohistochemické techniky (IHC) vyuzivaji vazby antigenu se specifickou
protilatkou a naslednou vizualizaci komplexu antigen-protilatka. Proto své uplatnéni
nachazeji pfedevsim pfi hledani antigent, at’ uz tkanovych, ¢i bunéénych. Pro zviditelnéni
jednotlivych slozek tkané se tfezy histochemicky barvi. K barveni se pouzivaji rtizna
barviva, podle toho, které slozky tkané chceme vizualizovat. Plazmaticka barviva
(s kyselym pH) obarvuji cytoplasmu bunék, nejcastéji pouzivanym kyselym barvivem
je eosin. Jaderna barviva (se zasaditym pH) vizualizuji jaderny chromatin, zde se Casto

vyuziva barvivo hematoxylin (Velkova, 2013).
2.5.1 Prima a nepiima metoda IHC

U piimych metod je k detekci antigenu vyuzivana bud'to primarni protilatka

znacena enzymem, ktery po reakci se specialnim substratem vytvoii barevny komplex,
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¢i primarni protilatka ptimo konjugovana s fluoresceinem
(Bartinikova a Paulik, 2011). Piimou metodu lze pouzit v pfipad¢, kdy je zajmovy
antigen ve vzorku tkan¢ pfitomen v dostatecné koncentraci. Konjugované protilatky jsou
V soucasné dob¢ vyrabény pro Siroké spektrum antigenti. Tyto protilatky maji kvalitni
vyuziti v nativnich fezech, nicméné pii pouziti parafinovych fezii tkdné tato metoda
vykazuje nizkou citlivost. Nepiimé metody IHC zahrnuji sice komplikovanéj$i postup,
byvaji vSak mnohem citlivéjsi. Principem je aplikace neznacené primarni protilatky, ktera
je specificka vi¢i zkoumanému antigenu. V dalSim kroku je pak nanesena sekundarni
protilatka proti Fc-fragmentu imunoglobulint zvitete, ze kterého byla ziskdna primarni
protilatka (Beranova a Tonar, 2002).

Sekundarni protilatky jsou obvykle konjugovany s enzymem, nejcastéji alkalickou
fosfatdzou ¢i kienovou peroxiddzou. Katalytickou reakci pomoci substratu
(napft. 3,3’-diaminobenzidin s peroxidem vodiku pro kienovou peroxidazu) pak lze dokazat
enzymatickou aktivitu v dané lokalizaci. Problémem této barvici techniky je fakt,
ze mnoho bunék ma vlastni endogenni aktivitu obou enzymi. Z tohoto divodu je duilezité
nejprve tuto endogenni aktivitu specificky zablokovat. Vyhodou této techniky vSak je,
ze ob¢ enzymatické znacky dobie snasi proces odvodnéni. Déle je mozné obarvit jadra
a pripravit trvaly preparat pozorovatelny svételnym mikroskopem v bilém prochéazejicim
svétle (Bartuikova a Paulik, 2011).

V piipad€, ze mnoZstvi studovaného antigenu v tkdni je velmi malé, lze pouzit
ttistupiiovou metodu k zesileni signdlu. Prvnim krokem je reakce primarni specifické
protilatky se zkoumanym antigenem ve tkani, néasleduje aplikace neznacené sekundarni
protilatky proti imunoglobuliniim zvifete, ktery byl zdrojem primarni protilatky a zaroven
1 protilatky pouzité ve tfetim kroku. Tato sekundarni protilatka vytvaii jakysi mistek
a je nutné ji pfidavat v nadbytku, aby nebyly vazebné nasyceny oba Fab-fragmenty
jeho molekuly (IgG). Na druhy Fab-fragment se totiz ve tfetim kroku vaze konjugovany
komplex  senzymem  (napf. peroxidaza-anti-peroxidazovy  komplex, PAP),
coz zprostiedkuje koneCnou vizualizaci. Tato tfistupfiovd metoda je mnohem citlivejsi
nez piima 1  dvojstupiiovd  metoda, nicmén¢ je  Casov€  narocnéjsi

(Beranova a Tonar, 2002).
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2.5.2 Polyklonalni, monoklonilni a rekombinantni protilatky

Polyklonélni protilatky ptedstavuji smés protilatek proti riiznym epitoplim na celé
molekule antigenu. VétSinou se izoluji z imunizovaného zvifete (z tzv. antiséra)
(Bartankova a Paulik, 2011). Pfi imunizaci organizmu jsou stimulovany rdzné
B-lymfocyty, které nasledn¢ proliferuji a diferencuji se v plazmatické bunky
(Beranova a Tonar, 2002). Kazdy jednotlivy klon lymfocytd generuje protilatku
rozeznavajici jednu antigenni determinantu (S jedinou specifitou), ktera zapficinila jeho
proliferaci. Jelikoz takovychto kloni je spousta, odpovéd’ je polyklonalni. Sérum odebrané
ze zvifete po opakované imunizaci obsahuje velice heterogenni smés protilatek.
Tyto protilatky vykazuji riznou specifitu, odlisnou afinitu k antigenu a fyzikalné-chemické
vlastnosti. Specifita protilditky je urfena pfevazn€ prostorovou komplementaritou
vazebného mista protilatky a epitopu. Svou roli zde také hraje komplementarita elektricky
nabitych skupin ¢i hydrofobni vazby (Dvoiak et al., 2008).

Monoklonalni protilatky jsou protilatky jednoho izotypu (G, M, A, D nebo E)
a maji stejnou 1 variabilni ¢ast — tudiz maji jedinou specifitu. Monoklondlni protilatky
jsou vytvareny jedinym bunéénym klonem, plazmatickymi buiikami odvozenymi
od jediného B-lymfocytu. V organismu se nejcastéji vyskytuji pfi onemocnéni
plazmocytomem (nador z plazmatickych bunék). Vyroba monoklondlnich protilatek
in vitro pfinesla diagnostice velké vyhody (Bartiiikova a Paulik, 2011). Prvni krok
ptipravy se shoduje s pfipravou polyklonalnich protilatek. Zvife (Casto mys)
je imunizovano antigenem, nasledné je zjeho sleziny pfipravena bunécnd suspenze.
Dale probihd fize normélnich B-lymfocytli z imunizovaného zvifete s neoplastickymi
myelomovymi buikami, které maji schopnost produkovat monoklondlni protilatky.
Tato fuze se obvykle provadi v prostfedi, které podporuje fizi membran, poté dochéazi
k fuzi jader (Dvorak et al., 2008; Beranova a Tonar, 2002). Hybridom po matefském
normalnim B-lymfocytu zdédi specifitu produkované protilatky, po myelomové buiice
schopnost neomezené proliferace (Beranova a Tonar, 2002).

Takto pfipravené monoklonalni protilatky se vyuZzivaji v diagnostice infekci
(bakteridlnich 1 virovych), jako Iéky (napf. pii lécbé akutniho odvrZeni organu
po transplantaci, pfi autoimunitnich chorobach a pfi 1é€beé nekterych nadorh)
(Bartuankova a Paulik, 2011).

V poslednich letech se stdle vice pouzivaji rekombinantni protilatky, coz jsou

protilatky, které byly pfipraveny rekombinantni technologii. Oproti monoklonalnim
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¢i polyklondlnim protilatkdm lze diky genové manipulaci v procesu piipravy
u rekombinantnich protilatek dosahnout vétsi specifity, senzitivity 1 stability,
a predevsim minimalni variability mezi jednotlivymi Sarzemi. Pfi ptfipravé téchto protilatek
je nejprve izolovan gen kodujici zdjmovou protilatku, nasleduje jeho klonovani a exprese.
Nejprve se izoluje MRNA Z bunék, které produkuji protilatky
(napt. lymfocyty, hybridomové butiky ¢i bunky slezinné). Nésledné je reverzni transkripci
ziskdna komplementarni DNA a metodou PCR je tento gen pro vazebny fragment
protilatky namnozen. Poté je gen naklonovan do vhodného vektoru a transportovan
do vhodnych bun¢k (napt. buinky kvasinek, bakterii, hmyzu ¢&i  savcl).
Pro produkci protilatek k terapeutickym ucelim je vSak jedinym vhodnym expresnim
systém pravé savci builka, nebot’ pouze pii pouZziti sav€iho expresniho systému dochézi
K t¢m spravnym posttransla¢nim modifikacim exprimované molekuly
(Fojtikova, 2013; Ma a O'Kennedy, 2016).

Specifita polyklonalnich protilatek je zvySovana pomoci afinitni purifikace
nebo afinitni chromatografii, kdy dochazi kizolaci specifickych protilatek.
Zajmovy protein je specificky zachycen na koloné (nebo napt. agarozovych kulickach),
kdy se vyuziva afinita purifikovaného imunoglobulinu k antigenu, proti némuz
byl vyvinut. Ostatni klony jsou odmyty a specifické protilatky jsou uvolnény zménou
iontové sily, pH nebo polarity. Touto metodou lze tedy odstranit nespecifické frakce

imunoglobulinti (Rackova et al., 2014).
2.6 Fixace tkani a odmaskovani antigent

Vzorky tkanovych fezli pro imunohistochemické vySetieni lze ptipravit z biopsie
nebo Z biologického materialu  ziskaného pfi chirurgickém  zakroku
(napf. radikalni prostatektomie). Biologicky material musi byt zafixovan, aby nedochazelo
k znehodnocovani tkané (piedev§im kvili aktivité proteolytickych enzymt, pasobeni
mikroorganizmt apod.) (Polakova, 2011). Nicméné uréitym modifikacim Vv tkani nelze
zcela zabranit. Fixace tkéni zplisobuje konformacni zmény v terciarni struktufe proteint,
jenz mohou vést k biologické inaktivaci molekul. Navic v porovnani s nativnimi tkanémi
dochdzi k vyznamnym transformacim vlastnosti proteint. Nejuzivanéj§im zptisobem fixace
tkdni v imunohistochemii je fixace aldehydy, acetonem ¢i proteiny-denaturujicimi ¢inidly
(alkoholy). OvSem pii zvazeni moznosti, jak zachovat cytologické vlastnosti

a imunolokalizaci, se jako nejlepsi kompromis jevi pravé formaldehydova fixace,
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ktera zplisobuje jen minimalni maskovani antigeni. Formaldehyd (HCHO) je plyn s nizkou
molekulovou hmotnosti. Jeho molekuly snadno disociuji ve vod¢ a tvoii methylenhydrat
(HO-CH2-OH), ktery ma stejné reaktivni vlastnosti jako formaldehyd. Ve stavu,
kdy je cast formaldehydu ve vod¢ pifeménéna na methanol, hovoiime o formalinu.
Molekuly methanolu reaguji navzajem za vzniku polymert (Renshaw, 2007) .

Aby bylo dosazeno vhodné fixace, je potieba tuto polymerizaci zvratit.
Degradace téchto polymert lze dosdhnout pouzitim pufru o fyziologickém pH,
Vv ptitomnosti hydroxidovych iontii v mirn¢ alkalickém prostfedi. Aldehydové skupiny
molekuly formaldehydu tvoii methylenové mustky (tzv. ,,cross-links*) mezi sousednimi
lyzinovymi zbytky na povrchu proteinti. Mnozstvi téchto nezadanych vazeb se zvySuje
sdelsi dobou pisobeni. Ostatni bunééné komponenty (napf. nukleové kyseliny,
lipidy apod.) nejsou formalinem piimo fixovany, nicméné jsou ,uvéznény* v siti
nerozpustnych vazeb. Formaldehyd pfimo reaguje s nukleovymi kyselinami pouze
pii 65 a 45 °C. V FFPE tkanich je takovych teplot dosazeno pouze v tkaiiovém procesoru,
kde je jiz odmyta vétSina fixa¢niho ¢inidla. Formaldehyd zvySuje hydrofobni charakter
tkané, coz mlze vést k obarveni pozadi pti metodach IHC. Pokud je formaldehyd pouzit
pro fixaci zmrazenych ¢i cytologickych vzorkd, expozice by neméla trvat déle
nez 5-10 minut, aby se zabranilo vytvofeni vét§iho mnozstvi ,,cross-links®“. Z tohoto
divodu je vhodnéjsi pouzit pro fixaci zmraZenych fezii tkani alkoholy. Tato ¢inidla
ovliviiyji tercidrni strukturu proteind, pficemz sekundarni struktura ziistdvd zachovana.
Jelikoz pfi  této fixaci nedochdzi ktvorbé ,cross-links®, neni potieba
ani tzv. antigen retrieval (viz. nize). Nicméné jelikoz alkoholy pronikaji do tkané
jen obtizn€, obecné se pouzivaji pro tkanové fezy a cytologické preparaty spise
nez pro vetsi ¢asti tkané (Renshaw, 2007) .

Jakmile je tkan zafixovana, musi byt zpracovana tak, aby bylo moZzné pfipravit
tenké tkanové fezy vhodné pro mikroskopickou vizualizaci. Nejprve jsou vzorky
dehydratovany (jelikoz do tkan¢ obsahujici vodu parafin nepronikne) a oc¢istény, nasledné
ponofeny v roztoku misitelném s parafinem. Proces zalivani tkdn¢ do parafinu byva
vétSinou automatizovan. Vzorky, které byly zafixovany formalinem a zality do parafinu
jsou pripraveny ktvorbé tenkych fezd (4-5 um), nejcastéji pomoci mikrotomu
(Canene-Adams, 2013).

Pted zah4jenim imunohistochemického barveni je tieba pomoci procesu zvaného
»antigen retrieval® zvratit vedlej$i efekt formaldehydové fixace, jimz je maskovani

antigeni. Pifi tomto  procesu je tkan  vystavena  vysokym  teplotam
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(heat-induced epitope retrieval, HIER) ¢i proteolytickym enzymtm. Nicmén¢ uspé$nost
obnoveni antigent zavisi na délce expozice tkané s fixativem
(v nasem ptipad¢ formaldehyd), na mnozstvi pfitomného antigenu a na podminkéach
pii samotném procesu obnovy. Tkan prochéazejici timto krokem by meéla byt umisténa
na adhezivnim skle, jelikoz vysoké teploty potiebné k obnove antigenti ¢asto zpisobuji
»odlepeni® tkan¢ ze skla ¢i poni¢eni struktury vzorku. Podrobny mechanismus
»antigen retrieval® neni je$té zcela pochopen. Piedpoklada se, ze dochazi k degradaci
methylenovych mustka vytvorfenych béhem formaldehydové fixace, ¢imz je molekulam
proteini umoznéno formovat strukturu podobnou jejich piivodni terciarni struktuie
a protilatky tak ziskaji pfistup k epitopu. Co se tyCe enzymatické obnovy antigend,
pouzivaji se zejména trypsin, pepsin a proteinaza K, ovSem v posledni dob¢ se této metody
Jiz nevyuziva tak Casto, nebot’ bylo prokdzano, Ze pomoci HIER Ize demonstrovat daleko
veétsi Skalu antigend. Navic prace s enzymy muze byt problematicka, kvili jejich citlivosti
vici zménam pH a teploty. Bé¢hem HIER byvaji tkanové fezy vystaveny riznym pufrim a
muze byt pouzito n€kolik prosttedkll, napt. mikrovinné trouby, tlakového hrnce, pary ¢i
autoklavu. Kazdy z téchto ptistupii ma své vyhody
i nevyhody. Souhrnné lze fici, ze mezi faktory nejvice ovlivilgjici vysledek tohoto procesu
patii Cas, teplota, slozeni pufru a pH. Dulezité je také vzorky po ovlivnéni vysokymi

teplotami fadné ochladit (Renshaw, 2007).
2.7 Vicebarevné fluorescencni znaceni

Fluorescenc¢ni techniky vyuZzivaji schopnosti molekul fluoroforii absorbovat svétlo
urCité vinové délky a emitovat zafeni o vétSi vinové délce. Pti fluorescenénim znaceni
tkanovych ¢i bunéénych struktur je k jejich pozorovani vyuzivan fluorescencni mikroskop,
kde jako svételny zdroj slouzi Casto rtutovd ¢i  xenonovd  vybojka.
U konfokalniho mikroskopu byva zdrojem svétla i laserovy paprsek. Fluorescencni
mikroskopy jsou vybaveny sestavou vhodnych filtrii. Nékteré fluorofory maji schopnost
specificky se navédzat na konkrétni komponenty bunky, napf. DAPI se vaZze na DNA.
Fluoroforti se vyuziva také pii imunofluorescencnim vySetfeni tkan€, kdy kombinace
vysoce citlivého fluoroforu a specifické primarni protilatky zajiStuje predevS§im vysokou
citlivost tohoto vysetfeni (Brychtova a Hlobilkova, 2008).

Pfi  excitaci fluorochromii ale intenzita emitovaného svétla  slabne

(tzv. vysviceni, napt. v dusledku nespecifickych reakci fluorochromu s okolnimi
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molekulami). NejbéznéjSimi fluorochromy, které byvaji pouzivany
pii imunofluorescenénich technikach jsou fluoresceinisothiokyanat (FITC, zelena barva),
tetramethyl-rhodamin-isothiokyanat (TRITC, Cervena barva) nebo texaska ¢erven (Cervena
barva) (Beranova a Tonar, 2002). Existuje mnoho dal$ich fluorofori pro pouziti
VIHC (napf. Alexa nebo Cy barvy) a noveé také fluorescenéni kvantové tecky
nanokrystali, které¢ disponuji uz§imi emisnimi piky v porovnani se standardnimi
fluorofory. Casto je pocet fluoroford omezovan na tfi, spole¢né s DAPI
(Stack et al., 2014).

Pokud je cilem imunofluorescenniho vysetfeni prokazat v tkani vice molekul
(napft. kolokalizaci molekuly se zndamym vyznamem a molekuly, jejiz vyskyt je mapovan),
lze vyuzit metody multiplexniho barveni. V tomto pfipadé je vhodné&j$i pouzit sekundérni
protilatky znacené fluorescencné. Pii pouziti nejCastéjSich enzymatickych znacek
je totiz vysledny produkt modry nebo hnédy a jejich vizualizace za pouziti svételného
mikroskopu je obtizna (Bartiifikova a Paulik, 2011).

Fluorescencni mikroskopie umozniuje snimani jednotlivych fluorochromii
v oddélenych kanalech a naslednou fzi obrazu. Jelikoz mIHC vyuziva fluorescence,
muze dochézet k prekryvu emisnich spekter jednotlivych fluoroforii a timto ke zhorSeni
rozliSeni a komplikacim pf1 vizualnim posuzovani. U formalinem fixovanych parafinovych
tkani (FFPE) pfedstavuje problém také autofluorescence, kterd vyrazné komplikuje
vizualni interpretaci (Stack et al., 2014).

Problém autofluorescence je mozné odstranit pomoci tzv. ,linear unmixing®.
Jedné se o technologii, kdy pfi fluorescenénim multiplexnim barveni je kazdy fluorofor
nejprve vizualizovan samostatng, teprve poté jsou obrazy slouceny. Diky tomuto
lze touto metodou potvrdit kolokalizace, nicméné kvantifikace jednotlivych signala
je ponékud omezena, predeviim kvilli jiz zmifiované autofluorescenci. Resenim tohoto
problému muize byt pouziti konfokdlni laserové skenovaci mikroskopie (CLSM),
tato technologie vyuZivd k detekci né€kolika laserti a specialniho optického vybaveni,
které umoznuje spektralni detekci, tudiz mize byt odliseno spektrum kazdého jednotlivého
fluoroforu a provedena kvantifikace fluorescencniho signdlu. Nicméné stejného vysledku
lze dosahnout také pouzitim standardniho fluorescencniho mikroskopu vybaveného
multispektralni kamerou, kterd zachycuje multispektralni informace. Aby vSak mohla byt
spektra spravné rozliSitelnd a jejich kvantifikace byla spolehlivd, je vyuZzivana
multispektralni knihovna, kde jsou registrovany spravnd spektra kazdého fluoroforu

I reprezentativni spektra autofluorescence z neobarvené¢ho vzorku. Tato knihovna spekter
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je pro tuto metodu =zasadni, nebot’ intenzita kazdého fluorescen¢niho signalu
je extrahovdna  z multispektralnich  dat, pomoci tzv. linear unmixing®.
Krom¢ multispektralnich vizualiza¢nich metod zalozenych na mikroskopii se v neddvné
dob¢ zacala pouzivat také laserova mikroskopie na principu hmotnostni spektrometrie,
jenz vyuziva primarni protilatky konjugované s lanthanoidy (Stack et al., 2014).

Dalsim zptsobem, jak zlepsit fluorescen¢ni barveni tkani fixovanych formalinem,
je vyuziti tzv. tyramidové amplifikace signalu (TSA, piikladem je Multiplex Opal kit firmy
Perkin Elmer). Znaceni probiha v obvyklé sekvenci primarni protilatka proti cilovému
proteinu a nasledné¢ sekundarni protilaitka konjugovana s kienovou peroxidazou.
Poté je ptfidan fluorochrom konjugovany s tyramidem, ktery je aktivovan kifenovou
peroxiddzou a dochézi ke kovalentnimu navéazani fluorochromu v misté komplexu antigen
— primarni protilatka — sekundarni protilatka. Cely postup je pak zopakovan pro dalsi
cilové proteiny, pricemz je dulezité, ze je vzdy opakovan krok ,antigen retrieval
Vv mikrovinné troubé v citratovém pufru v kdy dochézi k odstranéni predchozi primarni
1 konjugované sekundarni protilatky. To umoziiuje pouziti primarnich protilatek
ze stejného zivocisného druhu pro vice cilovych proteind (Stack et al., 2014).

K ovéfeni spravnosti vysledku je dulezité porovnat vysledky s kontrolnimi vzorky.
Nejcastéjsi pri¢ina faleSné¢ pozitivnich vysledkli byva nespecifickd vazba protilatky
na studovanou tkan. FaleSnou negativitu pak béZzné vyvolavaji metodické chyby,
napf. nevhodna fixace ¢i zpracovani tkan€. Pro negativni kontrolu se specifickd primarni
protilatka Casto nahrazuje protilatkou ze stejného zvitete a stejného izotypu proti antigenu,

ktery ve studované tkani neni ptitomen (Bartiiikova a Paulik, 2011).
2.8 Laserova mikrodisekce

Laserova mikrodisekce (LM) je rychla bezkontaktni metoda, jak lze izolovat
mikroskopické objekty z jejich matrice (Polakova, 2011). Patologicky postizena tkan
je obvykle ,,mozaika® zdravych a poSkozenych bunék. Jednotlivé bunky lze rozlisit
a oznacit imunohistochemickym ¢i imunofluorescenénim barvenim dle jejich
fenotypovych projevli. Laserovou mikrodisekci je pak mozné je izolovat a analyzovat
jednotlivé. Tato metoda je vyjimecnd v tom, ze umoziuje izolovat vysoce homogenni
populaci bun€k, za soucasného zachovani plivodni tkdné bez poSkozeni, pouZitelné pro

dal$i analyzy (Faltyskova, 2007).
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Cilovymi objekty mohou byt kromé casti tkan€ a jednotlivych bun¢k také jejich
segmenty — bunééné organely, membrany, chromozomy (Polakova, 2011). Na monitoru
pocitace, ktery zobrazuje skutecny obraz studované tkané pomoci digitdlni kamery
Ize vybrat objekty, které chceme izolovat (Luzna a Ehrmann Jr., 2013). Prvni metoda
laserové mikrodisekce (popsdna vroce 1996) vyuzivala termoplastického filmu
(Dudova a Hajek, 2008). Technika laserové mikrodisekce byla prvotné sestrojena pro
rozSifeni moznosti analyzy solidnich nadorti. Laserové mikrodisektory zacala vyrabét
firma Arcturus, soucasn¢ 1 némecka firma Zeiss.

V dnesni dobé¢ jsou k dostani ¢tyfi typy laserovych mikrodisektorti, kromé dvou
vyse zminovanych dodavatell jesté firmy Olympus a Leica. Pfistroje riznych firem se lisi
technologii izolace objekth a také transportu objektd do sbéraci mikrozkumavky
(Chottova-Dvoiakova a Mistrova, 2016).

Zatizeni PALM Microlaser Technologies od firmy Carl Zeiss vyuziva izolaci
a katapultaci objektd vysokoenergeticky laser (tzv. laser pressure catapulting). Izolovany
objekt je silou laseru vystfelen a pfichycen na vi¢ko Eppendorfovy zkumavky.
Po celou dobu lze pribéh mikrodisekce sledovat kamerovym systémem, coz umoziuje
vizualni kontrolu katapultovanych objektd i tkané, ze které byly vyjmuty
(Chottova-Dvoiakova a Mistrova, 2015; Polakova, 2011). Systém laserové
mikrodisekce od firmy Leica Microsystems K transportu mikrodisekovanych objektid do
mikrozkumavky vyuZiva prostou gravitaci, objekty tudiz jednoduSe padaji na adhezni
vicko. Firma Olympus ve spolupraci s Molecular Machines and Industries (MMI) vyrabi
zafizeni CellCut, kdy kontaktem adhezni vrstvy vicka mikrozkumavky s vyfiznutymi
bunikami dojde k jejich nalepeni a ptichyceni k tomuto vicku. Pfi praci s LM pouZivajici
infraCerveny laser lze pouzit bézné mikroskopické sklo. Avsak systémy vyuZivajici
ultrafialovy laser vyzaduji praci se sklem potazenym specidlni membranou.
Tato membrana ¢asto nahrazuje celé podlozni sklo preparatu a byva uchycena v kovovém
ramecku (Chottova-Dvorakova a Mistrova, 2015).

Laserovd mikrodisekce vynikd rychlosti, pfesnosti a pouZzitelnosti pro Siroké
spektrum vzorkd. Manipulace se vzorkem je bezdotykova a jednoduchd. Tyto vlastnosti
zabranuji mechanickému poskozeni nebo ztraty bunék a tkani (Faltyskova, 2007).
Mezi nevyhody této metody patii pfedev§im omezené mnoZstvi ziskaného materidlu
(Polakova, 2011). Dalsi nevyhodou je vysoka pofizovaci cena a naklady na udrzbu

laserového mikrodisektoru. Navic je potfeba pouzivat preparaty bez kryciho sklicka,
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tudiz je nutna Setrna manipulace (Faltyskova, 2007). Mikrodisekce zajmovych bun¢k byva
navic ovlivnéna kvalitou tkan¢, barveni a umisténim laseru (Polakova, 2011).

Vyznam mikrodisekce pro vyzkum je znacny, nebot s pomoci této technologie
je mozné analyzovat nejen morfologii bun¢k, ale kvalita ziskané¢ho biologického materialu
umoziuje provést molekularni analyzy (v naSem piipadé RT-qPCR) a sledovat uroven
exprese studovanych genti. Kromé mRNA mizeme z takto ziskanych vzorkl analyzovat
i DNA ¢i proteiny. Cilena analyza konkrétnich (nadorovych) bunék izolovanych
z tkanového fezu, naptiklad na zakladé fenotypovych rozdili ¢i imunochemického barveni,
umoznuje lepsi pochopeni procesi probihajicich v téchto buiikach, coz je piinosem

pro vyvoj cilené terapic (Chottova-Dvoiakova a Mistrova, 2015).
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3. Material a metodika

Cilem této prace bylo blize prozkoumat kolokalizace Skp2 a Slug ve stejnych
nadorovych bunkach karcinomu prostaty. Proto bylo nejprve provedeno vicebarevné
fluorescenéni znaceni FFPE tkanovych fezt karcinomu prostaty metodou MultiplexOpal.

Za ucelem analyzy kolokalizace téchto dvou marker na trovni exprese pomoci
RT-qPCR bylo nutné provést optimalizaci této metody na bunkéch linie PC-3 a PC-3
DR12. Optimalizace obnasSela porovnani specifickych a ndhodnych (random) primera pro
reverzni transkripci a pfimé lyzy bunék aizolované RNA pomoci riznych kitd. Tyto
postupy byly pouzity pro riizné pocty bunck za ucelem zjisténi, jaky nejmensi pocet bunck
je nutny pro efektivnost vybranych kitd a spravnost vysledkd. Optimalizace byla
provadéna za sledovani kontrolniho genu TBP.

Jelikoz laserovd mikrodisekce by mohla v budoucnu byt castéji vyuzivana pro
izolaci konkrétnich nadorovych bunék a jejich dalsi analyzu (v tomto piipadé RT-gPCR
pro zjisténi exprese Skp2 a Slug), bylo potieba porovnat kvalitu biologického materialu
ziskaného zbun¢k mikrodisekovanych z FFPE fezli tkan¢ a zmrazenych fezli tkdné
(tzv. ,frozen sections®). Opét byly porovnavany rtuzné pocty vyizolovanych bungk, které
byly dale zpracovany riznymi izola¢nimi kity. Po optimalizaci zpracovani bunék a postupu
pro RT-gPCR byla testovana exprese Skp2 a Slug v buikich PC-3 DR12. Tento
experiment byl proveden pro moznost budouciho sledovani téchto dvou biomarkert

Vv pacientskych vzorcich CaP.
3.1 Pristroje a pomiicky

e automatické pipety

e centrifuga (LMC-3000, Biosan)

e centrifuga (Jouan, MR22i)

e digestot (MSC-Advantage; THERMO Scientific)
e inkubator (HeraCELL, Heraeus)

e lednice (Whirpool AFG 7050)

e mikrocentrifuga (Eppendorf, MiniSpin)

e mikrocentrifuga (Qualitron, DW-41)

e mikrodisektor (PALM MicroBeam, Zeiss)

e histoprocesor (Histos Pro, Milestone)
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mikrozkumavky

minicentrifuga Blue (Labnet)

spektrofotometr NanoDrop (ND-1000; M.G.P.)
svételny mikroskop (Nicon, Eclipse TS-100F)

Spicky

termoblok (ThermoMixer C, Eppendorf)

termocyklér (LightCycler® 480, Roche)

termocyklér (Mastercycler gradient Pro S, Eppendorf)
vodni lazen (termoldzen TW8, Julaba)

vortex (Vortex-Genie 2, Scientific Industries)

zkumavky

3.2 Chemikalie a roztoky

xylén

96% ethanol, 80% ethanol, 70 % ethanol
destilovana voda

citratovy pufr (pH 6,2) (pfipraveno v LMP)
Tris (1x), 0,5 mM, pH 7,6 (pfipraveno v LMP)
TNB pufr (PerkinElmer)

primarni protilatka Slug (C19G7) Rabbit mAb (zasobni roztok v 10 mM pufru sodium
HEPES (pH 7.5), 150 mM NacCl, 100 pg/ml BSA, 50% glycerol a méné nez 0.02%
azidu sodného NaN3) (CellSignaling Technology) + Amplification diluent (1x)

(PerkinElmer)

primarni protilatka Mouse anti-p45SKP2 (zasobni roztok 200 ul (0.5 mg/ml v PBS, pH

7.4), obsahuje 0,1% azidu sodného NaN3, vysoce purifikovana protilatka z mySiho
ascitu. (1:75) (Thermo Fisher Scientific) + Amplification diluent (1x) (PerkinElmer)
sekundarni protilatka Dako EnVision® + Dual Link System-HRP (DAB+) (Dako)
TSA Cyanine 5 (Cy5) + Amplification diluent (1x) (PerkinElmer)

TSA® Cyanine 3 (Cy3) + Amplification diluent (1x) (PerkinElmer)

Mowiol (SIGMA-ALDRICH)
DAPI (SIGMA-ALDRICH)
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e DMEM s ptidavkem 10% FBS sérem a antibiotiky (SIGMA-ALDRICH, pfipraveno
Vv laboratoii LMP)
e PBS pufr (,,Phospate Buffered Saline®; ptipraveno v LMP)
e 0,25% trypsin v roztoku EDTA (SIGMA-ALDRICH)
e SurePrep™ Urine Exfoliated Cell RNA Purification kit (Fisher Scientific)
o RNA Elution Buffer
o Lysis Solution
o Wash Solution
e [-mercaptoethanol (SIGMA-ALDRICH)
¢ RNeasy® Plus Micro Kit (Qiagen)
o Buffer RLT Plus
o Buffer RW1
o Buffer RPE
o Carrier RNA, poly-A (310ug/ml)
o RNasa-free water
e 70% Ethanol
e 80% Ethanol
e TagMan® Gene Expression Cells-to-CT (Ambion)
o Stop Solution
o DNasel
o 20x RT Enzyme Mix
o Lysis Solution
o 2x RT Buffer
o TagMan® Gene Expression Master Mix
e CelluLyser Micro Lysis buffer (Tataa Biocenter)
« AllPrep DNA/RNA FFPE Kit (Qiagen)
o pufr PKD
o proteinaza K
o pufr RLT
o pufr FRN
o pufr RPE
o pufr RDD
o RNase-Free DNase |
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e 10X DNase I Reaction Buffer (Invitrogen™) (200 mM Tris-HCI (pH 8.4), 20 mM
MgCI2, 500 mM KClI)

e DNase I, Amp Grade, 1 U/ul (Invitrogen™)

e 25mM EDTA (pH 8.0) (Invitrogen™)

e random primers 10 uM (Top-Bio)

e specifické primery TBP 10 uM (GeneryBiotech)

e PCRdANTP mix, pH 7,5, 10 mM (Top-Bio s.r.0.)

e Protector RNase Inhibitor (40 U/ul) (v pufru 20 mM Hepes-KOH, 50 mM KCI, 8 mM
dithiothreitol, 50% glycerol (v/v), pH cca 7.6 (+4°C)) (Roche)

e SuperScript™ III Reverse Transcriptase (200 U/ul), (Invitrogen™)

e 5X first-strand buffer [250 mM Tris-HCI (pH 8.3), 375 mM KCI, 15 mM MgCIZ2]
(Invitrogen™)

e 0,1 M DTT (Invitrogen™)

e 2x LightCycler 480 Probes Master (ROCHE)

e 10 uM probe TBP Cy5 (GeneryBiotech)

e 10 uM fw/rv primer Slug (GeneryBiotech)

e 10 uM probe UPL7 (Universal Probe Library No.7, ROCHE)

e 10 uM fw/rv primer Skp2 (GeneryBiotech)

e 10 uM probe UPL 44 (Universal Probe Library No.44, ROCHE)

3.3 Vicebarevné fluorescen¢ni znaceni

Nejprve bylo provedeno fluorescenéni barveni tkanovych fezt karcinomu prostaty
od Sesti ruznych pacienti metodou MultiplexOpal. Byly sledovany biomarkery
Slug a Skp2, ptesnéji jejich kolokalizace ve stejnych nadorovych buiikach.

Vzorky byly inkubovany cca 12 hodin pii 37 °C. Poté byly vzorky
deparafinizovdny a rehydratovany v alkoholové tfadé (xylén (8 min) — xylén (8 min)
— 96% ethanol (5 min) — 80% ethanol (5 min) — 70% ethanol (5 min), oplachnuty
destilovanou vodou (3x2 min) a vlozeny do mikrovinné trouby (120°C, 15 min)
v citratového pufru o pH 6,2. Dale byly promyty destilovanou vodou (2 min) a oplachnuty
v Tris (1x) o pH 7,6 (2x2 min). Nasledovala blokace nespecifickych vazeb nanesenim
TNB pufru (100ul/sklicko) bez ptimého svétla (10 min, laboratorni teplota).
Poté byla nanesena monoklonalni primarni protilatka Slug (C19G7) Rabbit mAb proti
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Slug, ktera byla nafedéna v poméru 1:40 ve svém diluentu. Nasledovala inkubace primarni
protilatky (1 hodina, laboratorni teplota) a oplach v Tris (1x) o pH 7,6 (3X2 min).

Po oplachu byla nanesena sekundarni protilitka Dako EnVision®
+ Dual Link System-HRP (DAB+) (100 ul/skli¢ko), jenz je smési anti-krali¢ich
a anti-mysich protilatek a inkubovana ve tm¢ (10 minut, laboratorni teplota).
Nasledoval oplach vzorkt v Tris (1x) (3x2 min) o pH 7,6 a destilované vodé.
Poté byl aplikovan fluorofor konjugovany s TSA - TSA Cyanine 5 (Cy5) ziedény
v poméru 1:70 v 1X Amplification Diluent, probéhla inkubace (10 min, laboratorni teplota,
ve tm¢), nasledoval oplach vTris (1x) o pH 7,6 (3x2 min).
Vzorky byly dale vlozeny do mikrovinné trouby (120 °C, 15 min) v citratovém pufru
o pH 6,2. Po tomto kroku byly tkanové fezy opét osetieny TNB pufrem (100ul/sklicko),
(10 min, laboratorni teplota, ve tme¢). Byla aplikovana primarni protilatka
Mouse anti-p45°KP2 proti antigenu Skp2 a inkubovéna (1 hodina, laboratorni teplota).
Po oplachu vTris (pH 7,6) (3x2 min) byla nanesena sekundarni protilatka
Dako EnVision® + Dual Link System-HRP (DAB+) (100 ul/skli¢ko).
Po inkubaci (10 min, laboratorni teplota) a oplachu v Tris (pH 7,6)
(3x2 min). byl aplikovin TSA konjugovany fluorofor TSA® Cyanine 3 (Cy3),
ktery byl zifedén vpoméru 1:70 v 1X Amplification Diluent, probéhla inkubace
(10 min, laboratorni teplota, ve tmé), nasledoval oplach v Tris (1x) o pH 7,6 (3x2 min).
Nasledné byly vzorky opét vloZeny do mikrovinné trouby (120 °C, 15 min) v citratovém
pufru o pH 6,2.

Na zavér byly vzorky zamontovany pomoci lepidla Mowiol. Soucasné byly
barveny také  kontrolni  vzorky: negativni  kontrola pro  Skp2;  Slug
(kdy jediny rozdil spocival v aplikaci primarnich protilatek — byl nanesen pouze diluent),
vzorek se samostatné¢ obarvenymi jadry pomoci DAPI (fedéni 1:200)
(misto primarni protilatky byl op€t nanesen pouze diluent, taktéZ misto fluoroforu Cy3/Cy5
byl nanesen pouze diluent) a kontrolni vzorek pro  autofluorescenci
(namisto primarni protilatky opét nanesen pouze diluent, taktéz misto fluoroforu
Cy3/Cy5 byl nanesen pouze diluent). Takto nabarvené preparaty byly poté pozorovany
konfokalnim fluorescenénim mikroskopem a kolokalizace Skp2 a Slug byla kvantitativné

vyhodnocena systémem ,,Mantra™ quantitative pathology workstation”.
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3.4 Piiprava bunéénych linii pro izolaci RNA

Biologicky material: bunky karcinomu prostaty linie PC-3 (ATCC; American
Tissue Culture Collection) a PC-3 DR12 (Dr. Martin Puhr; Insbruck Medical University).

Pro optimalizaci metody RT-qPCR byly pfichystany bufiky karcinomu prostaty
line PC-3 a PC-3 DR12. Tyto buné&né linie byly zpasazovany
a kultivovany v 10% médiu DMEM. Buiky z linie PC-3 byly spocitany a bunécna
suspenze byla nafedéna tak, aby bylo ziskano 5 vzork obsahujicich 100 bungk,
5 vzorkli obsahujicich 1000 bun¢k, 5 vzorkli obsahujicich 10 000 bunék a 5 vzorki
obsahujicich 100 000 bun¢k. Bylo tedy ptipraveno 5 tad vzorkt, kdy kazda tada
obsahovala vzorky s po¢tem bunék 100, 1000, 10 000 a 100 000. Bunky z linie PC-3 DR12
byly nafedény a bylo ziskano 5 vzorku s po¢tem bun¢k 25, 50, 100, 200 a 400. Takto
ptfipravené vzorky bunéénych linii PC-3 a PC-3 DR12 o vySe zminénych poctech bunék

byly dale pouzity pti porovnavani metody izolace RNA a ptimé 1yzy bunék.
3.5 Laserova mikrodisekce

Laserova mikrodisekce predstavuje snadny zpusob, jak ziskat konkrétni nadorové
buriky z jejich okolni tkané. Podle piedpokladi méla byt mikrodisekce zmrazenych tezi
tkdn¢ snaz$i nez mikrodisekce FFPE fezii tkdn¢. Pro ovéfeni byla tedy provedena
mikrodisekce obou typt tkanovych preparata.

Pomoci systému P.A.L.M. (od firmy Zeiss) byla provedena laserova mikrodisekce
dvou pacientskych vzorkd. Prvnim vzorkem byl FFPE tkanovy fez karcinomu prsu.
Tento vzorek byl pouZzit pouze jako srovnavaci z hlediska efektivnosti pouzité metodiky.
Druhym vzorkem byl zmrazeny tkanovy fez (tzv. ,,frozen section*) karcinomu prostaty.

Na obrazovce pocitace (ktery je napojen na systém laserové mikrodisekce) byly
nejprve oznaceny (nadorové) bunky uréené k mikrodisekci. Tyto bunky byly vybrany na
zaklad¢ prehledového barveni (kresyl violet) a znalosti morfologie nadorovych bunék.
Z FFPE vzorku fezu karcinomu prsu bylo pomoci LM vyizolovano cca 100, 1000
a 10 000 bungk. Ze zmrazeného vzorku fezu tkané rakoviny prostaty bylo ziskano cca 1000
a 10 000 bun¢k. Mikrodisekované buiiky byly zachyceny na adhezni vicko mikrozkumavky
(AdhesiveCap, Zeiss) a pouzity pro dalsi analyzu.
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3.6 Srovnani izolované RNA a piimo lyzovanych bunék

Pro co nejlepsi optimalizaci RT-qPCR je dulezité také zpracovani bunétného
materidlu. Za timto ucelem byla porovnana efektivita izolované RNA (kdy izolace byla
provadéna pomoci SurePrep™ Urine Exfoliated Cell RNA Purification kit, RNeasy® Plus
Micro Kit ¢i AllPrep DNA/RNA FFPE Kkit) a pfimo lyzovanych bunék (lyza probihala
pomoci TagMan® Gene Expression Cells-to-CT kit & CelluLyser Micro Lysis pufru). Tyto
izolace RNA/lyzy bunék byly provadény na vzorcich o riiznych poctech bun¢k, ziskanych
Z raznych zdroji (bunécna kultura, FFPE fezy tkan¢ ¢i zmrazené fezy tkan¢), coZz umoznilo

porovnat Setrnost téchto metod k bunééné RNA.

3.6.1 SurePrepTM Urine Exfoliated Cell RNA Purification kit

RNA (z linie PC-3, ze vzorkt obsahujicich odlisné po¢ty bun¢k) byla vyizolovana
pomoci SurePrep™ Urine Exfoliated Cell RNA Purification kitu podle protokolu
SurePrep™ Urine Exfoliated Cell RNA Purification Kit Instruction Manual udavaného
vyrobcem Thermo Fisher Scientific.

Z dalsi fady bunék linie PC-3 obsahujici vzorky o odlisnych poctech bunék byla
opét vyizolovana RNA pomoci SurePrepTM Urine Exfoliated Cell RNA Purification kitu
podle protokolu SurePrep™ Urine Exfoliated Cell RNA Purification Kit Instruction
Manual udavaného vyrobcem Thermo Fisher Scientific. Na rozdil od prvni sady vzorkd,
vsak bylo k t¢émto burikam piidano po 5 ul (c=4 ng/ul) Carrier RNA (poly A).

Pro diikaz pfitomnosti RNA v ziskanych vzorcich byla koncentrace RNA zmétena
pomoci spetrofotometru NanoDrop.

Koncentrace vyizolované RNA pomoci kitu SurePrep™ Urine Exfoliated Cell
RNA Purification kit nebyla dostacujici ani za pouziti Carrier RNA (poly A). Proto nebyly
takto zpracované vzorky dale pouzity k analyze a tento postup nebyl k dalsi optimalizaci

metody RT-gPCR pouzit.
3.6.2 RNeasy® Plus Micro kit

Za dal$i moznou metodu pro optimalizaci RT-qPCR byla ptfedpokladana izolace
RNA ze studovanych vzorkdi (z linie PC-3) pomoci RNeasy® Plus Micro Kit podle
protokolu RNeasy® Plus Micro Kit Quick-StartProtocol doddvaného vyrobcem Qiagen®
za ptidani 5 ul (c=4 ng/ul) Carrier RNA (poly A).
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Nasledné byly pouzity docetaxel rezistentni buiky karcinomu prostaty PC-3 DR12,
u nichz se vyskytuje mezenchymalni fenotyp a o¢ekava se tedy i vyssi exprese zajmovych
markerti — SKp2 a Slug. K suspenzi bun¢k o poctu bunék 25, 50, 100, 200 a 400 bylo opét
ptidano 5 ul (¢ = 4 ng/ul) Carrier RNA (poly A) a poté byla provedena izolace RNA pro
vzorky o poétu bungk 25, 50, 100 a 200 pomoci RNeasy® Plus Micro Kit.
Pro dtikaz ptritomnosti RNA v ziskanych vzorcich byla koncentrace RNA zméfena pomoci
spetrofotometru NanoDrop.

Tento kit byl pouzit také pro izolaci RNA z bun¢k karcinomu prostaty ziskanych
mikrodisekci ze zmrazeného tkanového fezu (,,frozen sections®), nebot’ podle predpokladu
mély byt takto ziskané bunky vhodné k dalSi analyze. Pro izolaci byly pouzity
dva vzorky, obsahujici cca 1000 a 10 000 bunék.

3.6.3 TagMan® Gene Expression Cells-to-CT

Prvnim zistupcem metody piimé lyzy bungk byl kit TagMan® Gene
Expression Cells-to-CT kit (Ambion). Byla provedena piima lyze bungk linie PC-3, vzorki
obsahujicich 100, 1000, 10 000 a 100 000 bunék. Bylo postupovéno podle protokolu
TagMan® Gene Expression Cells-to-Ct ™'Kit USER GUIDE ud4vaného vyrobcem Ambion.

Z dtivodu malych objemt vzorki nebylo provedeno kontrolni méfeni koncentrace RNA.
3.6.4 CelluLyser Micro Lysis buffer

K dalsimu pokusu o piimou 1yzi bunék pro ucely RT-qPCR byl pouzit CelluLyser
Micro Lysis pufr (vyrobce TATAA Biocenter). K peletam vzorka obsahujicich 100, 1000,
10 000 a 100 000 bun¢k (z linie PC-3) bylo ptidano 5, 10, 15 a 15 ul tohoto lyzac¢niho
pufru. Stejna metoda pouzita také pro srovnani s docetaxel-rezistentnimi bunkami
karcinomu prostaty PC-3 DR12, které jiz ziskaly mezenchymalni vlastnosti.
Bylo pouzito 5 wvzorki o poctu bunék 25, 50, 100, 200 a 400.
K peletam vzorkd bunék bylo ke kazdému vzorku pridano 5 ul CelluLyser Micro Lysis
pufru (vyrobce TATAA Biocenter). Z divodu malych objemt vzorka nebylo provedeno

kontrolni méfeni koncentrace RNA.
3.6.5 AllPrep DNA/RNA FFPE kit

Jelikoz zatim nebyly prozkoumdny limity pro zachdzeni s mikrodisekovanym

biologickym materidlem, byl pro izolaci RNA z takto ziskanych bunck (zde z FFPE
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tkanového fezu karcinomu prsu) zvolen AllPrep DNA/RNA FFPE kit. Bylo postupovano
podle protokolu AllPrep® DNA/RNA FFPE Handbook udavaného vyrobcem Qiagen®
za sledovani postupu pro purifikaci totalni RNA bez smallRNA. Pro kontrolu byla

zmeéfena koncentrace vyizolované RNA pomoci spektrofotometru NanoDrop.
3.7 RT-gPCR

Vsechny vySe zminované metody izolace RNA/pfimé lyzy bunék smétovaly
k vyuziti v metodé RT-qPCR. Vysledky této analyzy totiz umoziuji srovnani pouzitych
postupt, nebot’ kvalita ziskané RNA se pfimo odrazi ve vystupu z gPCR. Touto metodou
lze tedy nejen detekovat zkoumané markery, ale také porovnat Setrnost a vynosnost
pouzitych postupd.

Cilem RT-PCR (reverzné-transkriptizova polymerdzova ftetézovd reakce)
je detekovat hledany znak nadorovych epitelialnich buné¢k na tGrovni RNA sekvence
(mMRNA). Nejprve je za pomoci reverzni transkriptazy (metoda RT-PCR) izolovanda RNA
prepsana do komplementarni DNA (cDNA), ktera je pak pouzita jako templat pro PCR
reakci (Bouchalova, et al., 2016).

V této praci byl pii optimalizaci postupu pro RT-qPCR sledovén ,,house-keeping*
gen TBP, geny pro Skp2 a Slug byly sledovany teprve v posledni fazi, ze vzorku bunééné
linie PC-3 DR12 o po¢tu bun¢k 200.

Pro vSechny wvzorky (Tab. 4) byla nejprve provedena RT-PCR.
Pro tento ucel bylo smichdno 0,25 ul 10X DNase I Reaction Buffer (Invitrogen™)
$0,25 ul DNase I, Amp Grade, 1 U/ul a ptidiny 2 ul RNA (cca 100 ng).
Nasledovala inkubace (15 min, laboratorni teplota). Poté bylo pifidano 0,25 ul 25mM
EDTA k inaktivaci Dnasy I a smés byla vlozena do cycleru a zahtata na 65 °C (10 min).
Nasledné byla pfipipetovano 0,25 ul smési primertt (10 uM random primers/ specific
primers TBP s 0,25 ul nukleotidti (10 mM dNTP). Vzorky byly opét zahiaty na 65 °C (5
min). Dale byla ke vzorktm pfidana smés 1 ul 5x first standard buffer, 0,25 ul 0,1 M DTT,
0,25 ul Protector RNase Inhibitor, 40 U/ul a 0,25 ul SuperScript 111 Reverse transcriptase,
200 U/ul. Vzorky byly vlozeny do cycleru Mastercycler(] gradient (vyrobce Eppendorf),
kde byly nejprve inkubovany (25 °C, 5 min), nasledovala reverzni transkripce (50 °C, 60
min) a inaktivace (70°C, 15 min). Takto byla ziskana cDNA pro kazdy vzorek.

Pro vzorek 200 bun¢k linie PC-3 DR12 a sledovani genti Skp2 a Slug probihala
RT-PCR stejné¢ jako pro gen TBP (viz vySe), rozdil spocival pouze v objemech
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jednotlivych chemikalii. V prvni ¢asti bylo smichano 3,4 ul Rnase-free water,
1 ul 10x DNase | Reaction Buffer, 1 ul Dnase | a 4,65 ul RNA.
Ve druhé fazi se odliSnosti tykaly objemt primert a nukleotidli, konkrétné byl piidan
1 ul uM random primers a 1 ul 10 mM dNTP. Pfed samotnou reverzni transkripci pak bylo
ptidano 4 ul 5x first standard buffer, 1 ul 0,1 M DTT, 1 ul Protector RNase Inhibitor,
40 Ul/ul a 1 ul SuperScript 111 Reverse transcriptase, 200 U/ul.

Dale byla pro vSechny vySe uvedené vzorky provedena gPCR. Byl napipetovan 1 ul
cDNA z kazdého vzorku (v doubletech) do 96-ti jamkového panelu a do kazdé jamky se
vzorkem cDNA bylo napipetovano 18 ul  Mastermix  TBP/Slug/Skp2
(dle toho, ktery gen byl sledovan, viz Tab.5). Dale probéhla kvantitativni PCR v realném
¢ase pomoci LightCycler® 480 Instrument II, vyrobce Roche. Tato metoda umoziuje
pfesnou a absolutni kvantifikaci hledané cDNA sekvence ve vzorku (Bouchalova, et al.,
2016).

Technika je zaloZzena na pouziti fluorescencné znacenych sond a detekéniho

systému, ktery je schopen méfit intenzitu fluorescence. Ta je Umérnd mnoZstvi

PCR produktu (Dvoiak et al., 2008).
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4. Vysledky a diskuze

Tato Cast bakalaiské prace navazuje na piedchozi imunohistochemickou studii, ve které
byla pozorovana korelace mezi expresi Skp2 a Slug, zejména u pacientd s vysokym
Gleasonovym skore nebo s metastazemi v lymfatickych uzlinach (viz kapitola 2.4.4).
Pomoci multiplexniho fluorescen¢niho barveni novou metodou Multiplex Opal (Vviz
kapitola 2.7) byla potvrzena kolokalizace biomarkert Skp2 a Slug ve stejnych nadorovych
bunkach, zejména v mistech s vysokym Gleasonovym skore (Obr.6 a 7). To podporuje
predstavu, ze Skp2 a Slug spoleéné ptispivaji k progresi karcinomu prostaty, coz si
zasluhuje dalsi vyzkum. Jednou z moznosti je blizsi charakterizace nadorovych bun¢k,
které jsou pozitivni pro oba proteiny. Tyto dvojité pozitivni builkky je mozné ziskat
z tkdnovych fezli pomoci laserové mikrodisekce. Pred dalSi analyzou takto ziskanych
bun€k je vSak nutné optimalizovat metody detekce. V prvni fazi jsme se rozhodli pro
ovéreni citlivosti metody RT-qPCR pro ,,house-keeping™ gen TBP v malém poctu bun¢k,
jak mikrodisekovanych, tak kultivovanych in vitro (viz kapitoly nize). Ptehled vzorkd
pouzitych pro metodu RT-gPCR viz Tab. 4.
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Tab.4: Piehled vzorki pouzitych pro RT-gPCR, pouZitych postupii pro 1yzi bunék/izolaci RNA, primert

pouzitych pro reverzni transkripci a sledovanych gend.

Sledovany Pivod bunék Pocet Pocet Kit/metoda Pouzité
gen vzorki  bunék ve pouzita pii primery pri
vzorcich lyze/izolaci RNA RT-PCR
TBP Bunécna linie 5 100 RNeasy® Plus Micro kit Nahodné
PC-3 + Carrier RNA (poly A
1000 (poly A)

10000  RNeasy® Plus Micro kit~ Specifické
+ Carrier RNA (poly A)

100 000
TagMan® Gene
Expression Cells-to-Cr
CelluLyser Micro Lysis
buffer
Bunééna linie 25 RNeasy® Plus Micro kit
PC-3 DR12 50 + Carrier RNA (poly A)
100 . .
CelluLyser Micro Lysis
200 buffer
400
Mikrodisekované 3 100 AllPrep DNA/RNA
buriky z FFPE FFPE kit
1000
tkan¢ CaP
10 000
Mikrodisekované 2 1000 RNeasy® Plus Micro kit
bunk + Carrier RNA (poly A
ey 10 000 (poly 4)
zamrazeného
tkanového fezu
CaP
Slug Bunééna linie 1 200 Nahodné
PC-3 DR12

Skp2
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4.1 Vicebarevné fluorescen¢ni znaceni pro potvrzeni kolokalizace Skp2 a Slug

Pomoci multiplexniho fluorescen¢niho barveni metodou MultiplexOpal byla

potvrzena kolokalizace biomarkeri Skp2 a Slug ve stejnych nadorovych buiikach

(Obr.6 a 7). Kolokalizace byla ¢astéjsi v buiikach karcinomu s vy$s§im GS.

Obr.6: Kolokalizace byla ¢ast&jsi v oblasti s vy$§im GS (v tomto ptipadé s GS=4; obrazky C,D) v porovnani
sniz§im GS (zde GS=3; obrazky A,B). Na obrazku D lze pozorovat piiklad jadra s kolokalizovanymi
proteiny Skp2 (zelen€) a Slug (Cervené). Vyhodnoceno konfokalnim mikroskopem Zeiss, vyhodnotil Martin

Mistrik, LIG
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Obr.7: Kvantitativni vyhodnoceni kolokalizace Skp2 a Slug pomoci systému The Mantra™ quantitative

pathology workstation. Lze pozorovat bunétnd jadra (modfe — DAPI), pozitivitu Skp2 (zeleng)
v 12,43 % bunék, Slug (Cervené) v 6,35 % bunék a kolokalizaci Slug a Skp2 (Zluté) v 15,87 % bunék).

4.2 Srovnani pouzitelnosti specifickych a nahodnych primeri pro reverzni

transkripci

Nahodné (random) primery jsou smési ndhodnych hexamert ¢i oligo-dT primeri.
V podstaté se jedna o smés vSech moznych kombinaci Sesti nukleotidovych sekvenci, které
se mohou nahodné napojit na mRNA a iniciovat tak reverzni transkripci jakékoliv oblasti
RNA. Pouziti specifickych primerti je zatim omezeno, nebot’ jejich ptiprava vyzaduje
syntézu sekvenci nukleotidll, které se selektivné vazou na hledanou mRNA molekulu.
Vyhodou specifickych primert je skutecnost, Ze se reverzni transkripce stdva procesem se
specifickym cilem (Nikiforova a Nikiforov, 2011).

Podle ptedpokladii tedy mély specifické primery vykazovat zvySovat miru exprese
pfi qPCR a nase vysledky toto tvrzeni podporuji. Naptiklad, pti poctu bun€k 100 a pouziti
nahodnych primert nebyla exprese TBP viibec prokazana. Nicméné kromé neefektivnosti
nahodnych primerd je nutno vzit do tivahy také moZnou ztratu materidlu (bun€k) béhem

pfipravy a samotné lyzy.
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Pti poctech bunck 1000, 10 000 a 100 000 vsak jiz mizeme pozorovat vyhodnost
pouziti specifickych primert. Ackoliv nejvétsi rozdil (ktery lze uvazovat) mezi
specifickymi a random primery byl pouze 1,665 cyklu, dale jsme jiz pouzivali pouze
specifické primery. Z vysledkli vyplyva, ze u mensiho poc¢tu bunck je vhodnéjsi pouzit

specifické primery (viz Obr.8).

Srovnani specifickych a random primer( pfi izolaci RNA (RNeasy® Plus Micro Kit)

pfi poctu bunék 100, 1000, 10 000 a 100 000
40
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Obr.8: Srovnani specifickych (SP) a random primert (RP) pro reverzni transkripci s pouzitim izolované RNA

pomoci RNeasy® Plus Micro Kit pfi poctu bunek 100, 1000, 10 000 a 100 000.

4.3 Srovnani izolované RNA a piimo lyzovanych bunék vzhledem k pouZitelnosti pro
gPCR

Bylo ptedpokladano, Ze pfima lyze malého poctu bunc¢k by méla byt Setrnéjsi
a vyhodnéjsi (osobni doporuceni prof. Dr. Mikaela Kubisty, PhD, odbornika na single-cell
analyzu; viz publikace: STAHLBERG, Anders a Mikael KUBISTA. The workflow of
single-cell expression profiling using quantitative real-time PCR. Expert Review of
Molecular Diagnostics, 2014, 14(3), 323-331, DOI: 10.1586/14737159.2014.901154.
ISSN 1473-7159.) Byla provedena RT-qPCR pro vSechny uvedené vzorky (Tab.4) a bylo
zjisténo, ze ackoliv pfi nejniz§im poctu bunek (100) se jevi jako vyhodngj$i piima lyze
bunék (a to obéma zplsoby), pii vysSich poctech bunek je jednoznacné vyhodnéjsi pouziti
izolované RNA (Obr. 9). Vzhledem k t¢émto odlisnym vysledkim bylo provedeno dalsi
srovnani izolované RNA a pfimé 1yze (tentokrat pouze za pouziti CelluLyser Micro Lysis

buffer), za ucelem zjisténi vyhodnosti téchto dvou metod pro jesté nizsi pocty bunek.
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Srovnani izolované RNA (RNeasy® Plus Micro Kit } s pfimou lyzou bunék
(TagMan® Gene Expression Cells-to-CT a CelluLyser Micro Lysis buffer) pfi

poctu bunék 100, 1000, 10000 a 100000, s pouzitim specifickych primerd
40

- BN
25 \
20 §

15

1

Mean Cp

iy
Ly

T
G000
IO
7/
AT

5
:
:
8
:
:

Pocet bunék pouzitych k analyze

B RNeasy® Plus Micro Kit «TagMan® Gene Expression Cells-to-CT = CelluLyser Micro Lysis buffer

Obr.9: Srovnani izolované RNA (pomoci RNeasy® Plus Micro Kit) a pfimo lyzovanych bunék (pomoci
TagMan® Gene Expression Cells-to-CT a CelluLyser Micro Lysis buffer) pii poc¢tu bunék 100, 1000, 10 000
a 100 000 s pouzitim specifickych primert.

4.4 Srovnani izolované RNA a primo lyzovanych bunék u velmi malych pocti bunék

Z grafu (Obr. 10) je zfejmé, ze i pii velmi nizkych poctech bungk je izolovana
RNA (RNeasy® Plus Micro Kit) vhodné&j$i nez ptima lyze bunék (CelluLyser Micro Lysis
buffer). Pfi poétu bunék 25 se nepodafilo expresi TBP z izolované RNA prokazat
ani jednim postupem. PfiCinou byla pravdépodobné ztrita materidlu (bunck)
pfi ptipravé vzorku nebo je hladina exprese pod detekénim limitem metody. Pokud bereme

v potaz pouze vysledky z 50, 100 a 200 bunék, vhodngjsi je jednoznaéné izolace RNA
s pouzitim RNeasy® Plus Micro Kit.
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Srovnani izolované RNA (RNeasy® Plus Micro Kit) a primé lyzy
bunék (CelluLyser Micro Lysis buffer), pri poctu bunék 25, 50,
100 a 200, za pouZiti specifickych primerd
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Obr.10: Srovnani izolované RNA (pomoci RNeasy® Plus Micro Kit) a ptimo lyzovanych bunék (pomoci
CelluLyser Micro Lysis buffer) pfi poctech bun¢k 25, 50, 100 a 200, za pouziti specifickych primerd.

4.5 Srovnani mikrodisekovanych bunék z FFPE a zmrazenych tkanovych rezi

Byly mikrodisekovany fezy karcinomu, konkrétné FFPE a zmrazené fezy tkang.
Dle piedpokladii méla byt mikrodisekce ,,frozen sections® snazsi a analyza takto ziskanych
bunék méla byt efektivng§si nez pifi pouziti tkdni fixovanych ve formalinu
(Fend et al., 1999).

OvSem jiz mikrodisekce bun¢k ze zmrazené tkan€ probihala komplikované, nebot’
byla pozorovana vyss$i adhezivita tkané€ k podloznimu sklu. Proto bylo nutné zvysit energii
laseru, aby bylo dosazeno oddéleni bunék z pivodni tkan¢ (Obr. 11 a 12). Ziejmé pii tom
doslo k poskozeni RNA, protoze pii RT-qPCR nebyla v téchto buiikach detekovana zadna
exprese genu TBP. Preparity FFPE se pro tuto metodu ukézaly jako vhodnéjsi,
mikrodisekce probihala bez problémt (Obr. 13 a 14) a vzorky byly pouzitelné
pro RT-gPCR (Obr. 15).
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Obr. 12: Oblast po aplikaci laseru. Je ziejmé, ze oproti mikrodisekci FFPE vzorku (Obr. 13 a 14), zde doslo

k mirnému ponic¢eni okolni tkang a kvuli vysoké energii pouzity laser zanechal také stopy na podloznim skle.
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Obr. 13 a 14: Laserovd mikrodisekce FFPE wvzorki fezii tkané¢ karcinomu prsu.
Obr. 13 znazornuje oblast uréenou k mikrodisekci, Obr. 14 ukazuje tkan po aplikaci laseru, kdy zvolené

bunky jsou jiz prichyceny na adheznim vi¢ku mikrozkumavky.
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Vysledek qPCR z mikrodisekovanych bunék z FFPE tkanovych feza
karcinomu prsu, za sledovanigenu TBP
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Obr.15: Znazornéni vysledki qPCR analyzy z FFPE tkanovych fezi karcinomu prsu, byla sledovina exprese

genu TBP. Exprese genu TBP ze zmrazenych mikrodisekovanych bunék nebyla vibec detekovana.

4.6 Testovani primerii pro Skp2 a Slug a priikaz jejich exprese pomoci
RT-qPCR

RT-gPCR zbunék linie PC-3 DR12, kdy byla pouzita izolovanda RNA,
potvrdila spole¢nou expresi téchto dvou biomarkerti (Obr. 16). Pro tento experiment byly
pouzity bunky linie PC-3 DR12 (docetaxel rezistentni).
Exprese byla prokazdna ve 200 buiikach, coZ je pocet, ktery je redlné ziskat i pomoci
mikrodisekce fluorescenéné znacenych tkanovych fezl.. V dalsi praci se chceme zaméfit
na bliz§i charakterizaci takto mikrodisekovanych bunék a dal§i geny, které mohou

byt zodpoveédné za agresivitu téchto nadorovych bunék.

Vysledek RT-gPCR analyzy pro geny Skp2 a Slug v
bunkach PC-3 DR12
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Obr. 16: Vysledek qPCR z bunék linie PC-3 DR12, byla sledovana exprese gent Skp2 a Slug. Z buné¢k byla

RNA vyizolovana pomoci RNeasy® Plus Micro Kit, byly pouzity specifické primery.
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Metodou vicebarevného fluorescencniho znaceni jsme tedy uspé$né€ prokazali
kolokalizaci markerd Skp2 a Slug, jejichZ spoleéné ptisobeni nejspiSe piispiva k progresi
karcinomu prostaty. Tento pfedpoklad je navic podpoien faktem, ze mira kolokalizace
téchto markeri se zvySovala se vzristajicim GS v pacientskych vzorcich karcinomut
prostaty. Spolecné s Skp2 a Slug se na vzniku CRPC podileji také dal$i biomarkery,
napiiklad Twistl (Ruan et al., 2017) a EZH2 (Lu et al., 2017).

Pro ziskani dvojité pozitivnich bunék karcinomu prostaty (pro Skp2 a Slug)
laserovou mikrodisekci z fezli tkané a jejich dal$i analyzy byla provadéna optimalizace
metody RT-qPCR pfi pouziti malého poctu bunék.

Pro optimalizaci byly vybrany kultivované bunééné linie PC-3 a PC-3 docetaxel-
rezistentni. Bylo zjiSténo, Ze pouziti specifickych primert pfi reverzni transkripci je oproti
ndhodnym primerim vyhodnégj$i, nebot’” se specifickymi primery byly pii qPCR
detekovany nizs§i Ct hodnoty, coz vypovida o vyssi expresi hledaného genu. Ve vzorku
o poctu bunék 100 nebyla exprese genu TBP pii pouziti ndhodnych primert vibec
detekovana. Lze tedy fici, zZe specifické primery zvySuji citlivost a vynosnost metody RT-
PCR. Pro zpracovani bun¢k ndm byla doporucena piima lyze bunck, ktera je obecné
povazovana za Setrnéjsi a efektivnéj$i. OvSem pii provedenych experimentech bylo jasné
prokazano, ze izolaci RNA lze oproti ptimé lyze bunék detekovat hledané geny v mnohem
niz§im poctu buncék a s mnohem vyssi citlivosti. Tyto vysledky byly potvrzeny i v ptipadé
pouziti FFPE fezi tkdn€. Ukdzalo se, Ze citlivost metody izolace RNA (v naSem piipadé
pomoci RNeasy® Plus Micro Kit, Qiagen) jesté podporuje pfidany nosi¢ RNA,
ktery stabilizuje a chrani molekulu RNA. Takto se ndm podafilo detekovat kontrolni gen
TBP v pouze 50 buiikach. V budoucnu by vSak urcité bylo pfinosem prozkoumat limity
této metody 1 pfi daleko niZSich poctech bunék.

Po optimalizaci metody RT-gPCR byly porovnany FFPE vzorky a ,frozen
sections® vzhledem Kk jejich pouzitelnosti pro laserovou mikrodisekci. Ackoliv ,,frozen
sections* nepodléhaji vyraznym zménam diky Setrnéjsi fixaci, pro laserovou mikrodisekci
se Vv pilotnich pokusech ukazaly jako nevhodné. Problém tkvél v pfilisné adhezivité tkané
k podloznimu sklu a pfi izolaci bunék musela byt energie laseru velmi vysoka, coz
pravdépodobné znicilo izolované buiiky. Naopak, buiiky ziskané laserovou mikrodisekci
z formalin fixované tkané byly relativné nepoSkozené a mikrodisekce probihala snadno. I
pfi relativné nizkém poctu takto ziskanych bunck (1000) byla GspéSné provedena RT-

qPCR a byla detekovana exprese TBP.
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Pro budouci experimenty zaméfené na zkoumdni exprese Skp2 a Slug bylo
provedeno jesté otestovani specifickych primert pro tyto dva geny. Metodou qPCR byla
potvrzena exprese obou gent ve 200 bunkach linie PC-3 DR12.

Jelikoz byla dokazana kolokalizace Skp2 a Slug ve stejnych nadorovych bunikach
CaP, byla vhodné optimalizovana metoda RT-qPCR pro analyzu exprese téchto gent a
byly otestovany moznosti laserové mikrodisekce, je mozné v budoucnu vyuzit téchto

ziskanych poznatkl k dalSim experimentim.
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5. Zavér

Tato bakalarska prace se zabyvala detekci kolokalizace biomarkerti Skp2 a Slug,
které pravdépodobné hraji diillezitou roli pii vzniku agresivnéjSich forem karcinomu
prostaty.

Prvni Cast literarni reSerSe byla zaméfena na obecné informace o prostaté,
mechanismu vzniku a rozvoji karcinomu prostaty a soucasné diagnostické a terapeutické
postupy. Dalsi ¢ast se zabyva imunohistochemickymi metodami a jejich vyuzitim
v diagnostice CaP. Zavér literarni casti se tykal metody laserové mikrodisekce a postupti
pfi zpracovani vzorka tkané.

V experimentalni ¢asti byla nejprve studovana kolokalizace Skp2 a Slug v n¢kolika
pacientskych FFPE tkanovych vzorcich CaP. Pomoci vicebarevného fluorescencniho
barveni a systému ,Mantra™ quantitative pathology workstation”
(Perkin Elmer) byla kolokalizace téchto markerd potvrzena a byla provedena orienta¢ni
kvantifikace exprese téchto genu (viz kapitola 4.1).

Dal$im cilem bylo optimalizovat metodu RT-qPCR pro budouci vyuziti v detekci
studovanych biomarkerd (Skp2, Slug, ale i dal§ich moznych zajmovych genu).
Pti optimalizaci této metody za sledovani “house-keeping” genu TBP bylo zjiSténo,
Ze pro analyzu malého poctu kultivovanych bunék je vyhodnéjsi pouzit specifické primery
oproti ndhodnym. Byla také porovnavana izolovana RNA a piima lyze bunék pomoci
riznych kitdh. Z dosazenych vysledkii je patrné, ze nejvyhodnéjsi volbou
je izolace RNA z kultivovanych bunék pomoci kitu RNeasy® Plus Micro Kit (Qiagen)
s pfidanym nosi¢em RNA.

Dale byla provedena izolace RNA zbunék linie PC-3 DRI12,
které¢ maji mezenchymalni fenotyp a predpoklada se u nich vysoké exprese Skp2 i Slug.
Testovany vzorek obsahoval cca 200 bunék, izolace byla provedena pomoci
uvedeného kitu s piidavkem nosice RNA a byly pouzity specifické primery
pro Skp2 a Slug.

Vysledky ukazaly, ze Skp2, Slug a pravdépodobné i dalsi geny je mozné sledovat
v malém poctu bunck, které je realné ziskat i z tkanovych fezli pomoci mikrodisekce.
Rezy formalin  fixovanych tkani bylo mozné snadno  mikrodisekovat,
avSak dosazené Ct hodnoty byly niz§i nez wu kultivovanych  bunék.
Kvalita RNA by méla byt lepsi zitezl pfipravenych ze zmrazenych tkani,

ale mikrodisekce pilotnich vzorkl nebyla uspesna.
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V optimalizaci tohoto postupu budeme dale pokracovat,
vV budoucnu by mohly byt sledovany také jiné dilezité markery, které jsou zodpovédné

za progresi nadorového onemocnéni.
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