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Souhrn

Kazdym rokem celosvétoveé piibyva vice nez 944 000 pacientii s kolorektalnim karcinomem
a vice nez polovina takto postizenych zemie. Kolorektalni karcinom se vyviji sporadicky,
na zakladé dédi¢nych syndromi, nebo z divodu prvotniho zaniceni stfeva. V poslednich
letech byla zna¢né rozvinuta myslenka, ze se na tomto procesu podileji i metaloproteinazy,
které mohou hrat az dominantni roli. Konkrétn¢ matrix metaloproteindzy se podileji
na degradaci extracelularni matrix, ¢imz sice pozitivné ovliviiuji proliferaci, diferenciaci,
apoptézu a imunitni odpovéd bunck, avSak pii nadmérné aktivité se mohou ucastnit
zanétlivych procest,, progrese primarniho nadoru, angiogeneze a rozvoje invazivniho
fenotypu karcinomu az k metastazam. Konkrétné MMP-19 je konstitutivné sekretovana
mnoha tkanémi a typy bunék, a ukézalo se, Ze je jeji exprese zvySena pii zanétlivych
podminkach a v pribéhu vyvoje nadoru. V ramci této bakalarské prace byla s vyuzitim
fixacnich a parafinizacnich technik a pomoci tkanovych microarrayi a imunohisochemického
barveni studovéna role matrix metaloproteindzy MMP-19. Tato metaloproteindza byla
detekovdna Vv zanétlivych podminkach ve stromalnich bunkach av primarnich fazich
kolorektalniho karcinomu. Byly zkoumany souvislosti vyskytu a intenzity exprese MMP-19

s histologickymi parametry jako bezptiznakové obdobi a celkové preziti.



Summary

There are more than 944 000 new patients with colorectal carcinoma worldwide every year
and more than half of those affected dies. Colorectal carcinoma develops sporadically, on the
basis of hereditary syndromes, or due to primary inflammation of the intestine. In recent
years, the idea about the involvement of metalloproteinases, which can play up to a dominant
role, in this process was developed extensively. Specifically, matrix metalloproteinases
participate in the degradation of extracellular matrix, which positively affect proliferation,
differenciation, apoptosis and immune response of the cells, but if they are excessively active,
they may participate in the inflammatory process, progression of the primary tumor,
angiogenesis and development of the tumor invasive phenotype up to the metastasis. It was
found, that MMP-19 is constitutively secreted by many tissues and cell types, and it is
upregulated in the inflammatory conditions and during the tumor development. Within this
bachelor thesis, the role of matrix metalloproteinase MMP-19 was studied by using fixation
and paraffinization techniques, tissue microarrays and immunohistochemical staining. This
metalloproteinase was detected in inflammatory conditions in stromal cells and in primary
stages of the colorectal karcinoma. The correlations of the presence and intensity of the
expression of MMP-19 with histological parametres, as desease-free survival and overall

survival were studied.



Podékovani:

Chtéla bych timto podékovat Mgr. Marté Khoylou, Ph.D. za vedeni a cenné rady pfi realizaci
mé bakalafské prace. Dale dékuji MUDr. et MVDr. Jozefu Skardovi, Ph.D. za odbornou
konzultaci vysledkd a pfipominky k tématu. Dé&kuji Mgr. Marii Janikové za pomoc
pfi ptipravé vzorkl pacienti a rady pii hodnoceni vysledkil. V neposledni fadé deékuji

mé roding, pfiteli a kamaradiim, ktefi pfi mné stali po celou dobu.

Infrastrukturalni ¢ast projektu (Ustav molekularni a translaéni mediciny) byla podpotena

Operac¢nim programem Vyzkum a vyvoj pro inovace (projekt CZ.1.05/2.1.00/01.0030).



L V0D et 1
2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY ..o 2
2.1  Kolorektalni Karcinomi........ccoovviiiiiiiiiiiiici s 2
2.1.1  Vznik kolorektalniho Karcinomu...........ccocoviiiiiiiiiiiiiic e 4
2.1.2  Molekularni podstata vzniku kolorektalniho karcinomu ...........cccceeviiiiniiiinnnnnn, 5
2.1.3  Kolorektalni karcinom a Stfevni ZANELY .........ccovviviieiiiiiiniesiee e 6

2.2 MatriX MEtAlOPIOtCINAZY .....eevveiuririieiiieie ittt 6
2.2.1  Struktura matrix metalopProteINAZ.........cocvevveriiriiiiiiie e 7
2.2.2  Regulace matrix metaloproteiNAzZ...........cuevverieriiiiiiiiciieie e 8
2.2.3  Uginky matrix metaloproteinaz...........ccoveeveeveeveeveeresserseenessssssssseseesessesessensensenean. 9
2.24  Degradace extracelularni mMatriX ........cccocveiirieiieiiiie e 9
2.2.5 Role matrix metaloproteindz v ranych stadiich tumorogeneze ..............ccccervennne 9
2.2.6  Role matrix metaloproteinaz v invaznim nadoru a metastazich ..............c.......... 10
2.2.7  Matrix metaloproteindzy a ZANEt ..........ccceeviiieiiiiiiii e 12

2.3 Matrix metaloproteindza MMP-19..........ccccooiiiiiiiiii 12
231 StruKtura MIMP-19 ..o 12
232 UGNKY MMP-19 ..ottt 13
2.3.3  MMP-19 @ KQrCINOQENEZE ......ccvvieiieiie ettt ettt 15
2.3.4  IMMP-19 @ ZANGt ....cuiiiiiiiiieiee et 16

2.4 Tvorba parafinovych DIOKTL ......ccciviiiiiiiiiiic s 16
2.5 TKANOVA MICTOAITAY ....vveuviueeteentissresieeseessesteestesssesseesseaseesbe e be e e sseenbeesseabeenneennenneenes 17
2.6 IMUNONISTOCREMIE ..o 19
2.6.1 Deéleni metod podle zZplisObU ZNACENT......vvveiviiiiiiieiiie et 19
2.6.2  Deéleni podle potadi znaCené protilatky.........cccoovvveriiiiiiiiiiiiieiie e 19

3 CILE PRACE ...t 23

4 MATERIAL A METODA ..ooooooeeeeeeeeeee oot e e e ee e e e s e e e eraees e e s e eser e e esareesanans 24



4.1  Biologicky Material ........ccooiiiiiiiiiiiiieic 24

4.2 CREMIKALIC. ... eiiuiiiiie ittt ettt s e et e e be e e beenan e 24
4.3 PTStrOJOVE VYDAVENI...ocviiiiiiiiiiiiiiiiiseee e 24
O\ I ) o -1 LU T PP POPRPR 24
4.5 Imunohistochemickd detekce protilatek: MMP19 -5 ... 25
451  PHPrava TOZEOKIU ...uveeiiiieiiii ettt sttt e b e nine e 25
4.5.2  PHPIava VZOTKI ..ovvviiiiiiiiiee ettt e s e s nnbeesnnneeans 26
4.5.3  VIASINT POSTUP ..etiitriiiiiieiiie it siie s ie et e sttt e e sbe e e sb e e e snb e e e nnbe e s nraeeans 26
VYSLEDKY .oiouiiimiimaiissiissisessss s 28
DISKIUZE ... ettt bttt be e eb ettt st e b e 35
ZAVER ..ottt 37
LITERATURA ettt bttt b et e et et nae e 38

SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK .....c.oviveieieiieeeeeeeeseeseesee s esesessesseeses s 47



1 UVOD

vvvvvv

V rozvinutych nez v rozvojovych zemich, kdy v rozvinutych zemich je druhym nejcastéjSim
karcinomem. V ramci Ceské republiky je trend incidence i mortality od roku 2002 v mirném
poklesu. U muzi je kolorektalni karcinom ¢astéjsi nez u zen (58 % ku 42 %). Co se véku tyce,
tento karcinom se ve vyjimeénych piipadech objevuje u pacienti mladsich 30 let
a s rostoucim v€kem se incidence zvysuje az do 75 let a mortalita do 80 let, poté nasleduje
pokles trendu. Pokud se divame na incidenci a mortalitu v ramci kraji Ceské republiky,
nejhife na tom je Plzensky kraj s ptiblizn¢ 76 ptipady, z toho 48 Gtmrtimi na 100 000 obyvatel
v obdobi 1977-2010. Nejpiiznivéjsi vysledky naopak ma Zlinsky kraj s 56 piipady, z toho
32 umrtimi (URL:<http://www.svod.cz> [cit. 2013-03-25]). Obecné se v Ceské republice
incidence 1 mortalita jiz dlouhou dobu pohybuje u vrcholu celosvétového Zebticku, a to
signalizuje neustalou potfebu hledat G¢inné zpuisoby 1é¢by. Tento karcinom vznika jako
vysledek patologické transformace normélniho epitelu tlustého stteva na adenomatdzni polyp
a dale se rozviji Vvinvazivni nador. Proces vzniku kolorektalniho karcinomu je
mnohastupniovy, kdy progrese od adenomu k invazivnimu fenotypu a metastazam trva
az desitky let. Tento proces je doprovazen mnohymi genetickymi zménami, jako napiiklad
mutace tumor-supresorovych genli, protoonkogent, rastovych faktor, a dalSimi
molekularnimi udalostmi (Jablonska, 2000). V mnoha stadiich kolorektalniho karcinomu jsou
exprimovany matrix metaloproteinazy, coz jsou zinek vazajici endopeptidazy. Jejich ucinek je
stale Cast€jSim predmétem védeckych vyzkumi, protoze se u nékterych z nich objevuji
souvislosti s pfezitim a progndézou tohoto onemocnéni. Matrix metaloproteindzy jsou
exprimovany hlavné v invazivnim nadoru a metastazach, avSak jejich role ve vznikajicich
nadorech se také zda byt velice podstatna. Napftiklad nadprodukce téchto enzymi ve tkani
a selhani jejich inhibitord mize vést k imunitni odpovédi a vzniku zanétu, coz muze byt
predstupenn tvorby karcinomu. Konkrétné role matrix metaloproteinizy MMP-19
Vv kolorektalnim karcinomu jest¢ neni zcela objasnéna, proto je pfedmétem intenzivniho

vyzkumu a je zkouména v experimentalni ¢asti této bakalarské prace.
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2 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

2.1 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (CRC - colorectal carcinom) je jednim z nejéastéjsich lidskych
zhoubnych novotvar. Podle MKN-10 (Mezinarodni klasifikace nemoci - 10) ma tato nemoc
vice kodi - je spojenim C18 (zhoubny novotvar tlustého stieva), C19 (zhoubny novotvar
rektosigmoideéalniho spojeni), C20 (zhoubny novotvar kone¢niku - recta) a C21 (zhoubny
novotvar fiti a fitniho kanalu) (URL:<http://www.uzis.cz> [cit. 2013-03-25]). Napftiklad
v roce 2000 ptibylo vice nez 944 000 piipadt a 492 000 umrti celosvétoveé (Parkin a kol.,
2000). V Ceské republice piibyva roéné okolo 80 piipadi kolorektalniho karcinomu
na 100 000 obyvatel. V piepoc¢tu na 10 500 000 zde zijicich je to cca 8 400 obyvatel ro¢né,
¢imz se Ceska republika stale pohybuje mezi staty snejvyssi incidenci. Z tohoto ¢&isla je
pramémé kazdy druhy piipad smrtelny, takze vice nez 4 000 obyvatel CR ro¢né zemie
na kolorektalni karcinom. Pokud srovnavdme ptipady muzi a Zen, muZzi jsou na tom pomeérné
hif (58 %) nez zeny (42 %). Do roku 2002 incidence i mortalita linearné nartstala, avSak
od tohoto roku nastal mirny pokles trendu (Obr. 1), pravdépodobné s nartistem
informovanosti a moznosti prevence a 1€cby. VEkova struktura populace pacientli za obdobi
1977 - 2010 je sice tvofena z nejvetsi Casti pacienty ve véku 70 - 80 let, avSak 20 % vSech
nemocnych je tvofeno pacienty mladsich 60 let (Obr. 2), ¢imZ se kolorektalni karcinom stava

nemoci postihujici lidi v produktivnim véku (URL:<http://www.svod.cz> [cit. 2013-03-25]).
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Obr. 1: Casovy vyvoj hrubé incidence a mortality kolorektalniho karcinomu v obdobi 1977 - 2010
(URL:<http://www.svod.cz> [cit. 2013-03-25])

2


file:///D:/%3chttp:/www.svod.cz
file:///D:/%3chttp:/www.svod.cz

C18=-C21 = ZNH tlustého stifeva a koneéniku
vEkowd struktura populace pacientl za obdobi 1977 - 2010

208 —# Incidence

o [ - Mortalita

5

o

o L

£ 152 |

=t L

=

[

)

= L

2

= 0%+

= L

i

=

5 B

}E— ot i

Z

E) L . a o

il 1 Zdraj dat: UZIS CR

02 T T T T T T 1

PSSR ESESETELL S

http s s A svod .oz

Obr. 2: Vékova struktura pacientti kolorektalniho karcinomu v obdobi 1977 - 2010
(URL:<http://www.svod.cz> [cit. 2013-03-25])

Kolorektalni karcinom je tieti nejCastéji diagnostikovanou rakovinou u muzii a druhou u Zen.
Hodnoty CRC incidence rapidné rostou hlavné z divodu vlivu mnoha rizikovych faktord jako
koufeni, fyzickd neaktivita, nadbytek vahy a obezita, konzumace ¢erveného a druhotné
zpracovaného masa a pfemira konzumace alkoholu. CRC je velkym zdravotnim problémem.
Pti hledani novych diagnostickych a terapeutickych feseni, ktera by pomohla snizit umrtnost
zpusobenou CRC, je dilezité nejprve porozumét jeho etiologické a biologické povaze.
Pochopeni molekularniho ptivodu CRC je zdkladnim krokem pro identifikaci novych
molekularnich cili, které mohou pomoct v ur€ovani prognoézy CRC pacientll a naslednému

pfizpusobeni jejich terapie (Jablonska, 2000).

Za poslednich 30 let bylo nashromazdéno velké mnozstvi experimentdlnich dikazl, které
stale Castéji poukazovaly na role proteindz v rozvoji nadord. Na invazivnim procesu nadoru se
podileji cystein, serin, kyselina asparagova a metaloproteinazy, kde posledni zminéné
pravdépodobné hraji dominantni roli (Zucker, 1988). Existuje mnozstvi informaci o degradaci
proteini pojivové tkan€ in vitro pomoci proteolytickych enzymi izolovanych z nadorovych
tkdni nebo sekretovanych nadorovymi builkkami. AvSak existuje velice malo informaci
0 mechanismech, kterymi tyto procesy probihaji in vivo. Mira, do které musi byt
extracelularni matrix (ECM) degradovana, aby zpusobila invazi nadoru, neni dosud znama.
Nékteré z enzymu, které degraduji matrix, slouzi jako aktivatory pro dal$i proteinazy
a spoust¢ji kaskadu vedouci k u€inné degradaci ECM. Jiné vSak maji opacny efekt, proto tyto

enzymy a jejich role v nadorech byly a jsou intenzivné studovany (Jablonska, 2000).
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2.1.1 Vznik kolorektalniho karcinomu

Nejcastéjsi pricinou vzniku kolorektalniho karcinomu je maligni zvrat adenomu, coz je
nezhoubny nador zlazového epitelu. Adenom tlustého stieva je proto povazovan

wewvr

genetické a morfologické zmeény, které vyvoji karcinomu piedchazeji (Jablonska, 2000).

Kolorektalni karcinom se vyviji tak, ze se sliznice normalniho epitelu tlustého stireva méni
proliferaci a rozdilnou diferenciaci, coz se nazyva tzv. ,,field deffect™ (Tab. 1). Dale vznikaji
loZiska aberantnich krypt, které jsou strukturalné a cytologicky odlisné od slizni¢nich krypt
ajejich pocet kolisd od 2 do 150. Epitel krypt mize byt normalni, hyperplasticky nebo
dysplasticky. Dale vyvoj pokracuje k adenomu s nizkym rizikem maligniho zvratu, poté
k adenomu s vysokym rizikem maligniho zvratu a nakonec nasleduje maligni zvrat adenomu -
adenokarcinom v adenomu, adenokarcinom a metastazujici adenokarcinom. Zde dochazi
nejprve K prorustani karcinomu pfes bazalni membranu do stromatu, ptipadné do vrstvy
hladké svaloviny pod slizni¢nim vazivem (muscularis propria). Protoze v adenomu a celkové
ve sliznici tlustého stieva nejsou obsazeny lymfatické uzliny, nemtze tento adenom,
tzv. intramukoézni karcinom, metastazovat a sta¢i jeho chirurgické odstranéni. Ovsem pokud
karcinom proroste az do stopky adenomu, stane se z ného invazivni karcinom (Cooper a kol.,
1998). Tento karcinom Ize opét odstranit chirurgicky, ovSem pokud jesté¢ neprorostl az
do okraje stopky adenomu. Poté takovyto karcinom dale prorusta az do lymfatickych cév

a zil, coz je prognosticky zavazny stav (Jablonska, 2000).

Tab. I: Modifikovana Dukesova klasifikace stadia kolorektalniho karcinomu (Jablonska, 2000).

Stadium | Hloubka invaze

A sliznice

B1 invaze do muscularis propria bez penetrace v celé tloust'ce uzliny bez nadorové infiltrace
B2 penetrace muscularis propria v celé tloustce uzliny bez nadorové infiltrace

C1 invaze do muscularis propria bez penetrace v celé tloust'ce uzliny s nadorovou infiltraci
C2 penetrace muscularis propria v celé tloust'ce uzliny s nadorovou infiltraci

D vzdalené metastazy




2.1.2 Molekularni podstata vzniku kolorektalniho karcinomu

Mnohastupiiova progrese k invazivnimu fenotypu nadoru trva az desitky let, béhem kterych
dochazi k mnohym genetickym zménam. Prvni genové mutace se objevuji v normalni tkéani
a vyvolavaji proliferaci bun¢k. Tyto bunky jsou tim padem citlivéjsi pro dal§i mutace, které
dale zvysuji stupen proliferace. Nasleduje klonalni expanze buné¢k, dal§i mutace, neoplasticky

fenotyp, invazivni fenotyp a metastaze (Jablonska, 2000).

Na vzniku CRC se podili fada tumor-supresorovych genii a onkogenl. Rozdil mezi
tumor-supresorovymi geny, které ovliviluji maligni transformaci, a onkogeny, které vznikaji
aktivaci protoonkogenii plnicich funkeci rustovych faktori, je vtom, Ze mutace
tumor-supresorovych gent vznikaji v zdrode¢né i somatické linii. Existuje zde tedy spojitost
tumor-supresorovych genti s dédicnou povahou nékterych forem CRC. Oproti tomu mutace
protoonkogenli nastavaji pouze v somatické linii, takZze se neobjevuji v dédicnych formach

CRC (Groden a kol., 1991).

Kli¢ovymi zmé&nami v CIN karcinomech (karcinomy s chromozémovou nestabilitou) jsou
aneuploidie - ztraty ¢asti chromozomd, které souvisi s nestabilitou na molekularni Grovni.
Mezi nejrangj$i udalosti na molekularni urovni v drdze nddorové progrese CRC patii ztrata
APC genu (adenomatous polyposis coli) na chromozéomu 5q (URL:< http://www.cancer.gov >
[cit. 2013-3-8]). APC je tumor-supresorovy gen inhibujici bunétny rust, takze jeho ztrata je
kriticka, protoze se tkan odprosti od kontrolnich mechanismi bunétného rhstu. Mutace
v zarodeéné linii vyvolavaji vznik adenomu, mutace V somatické linii hraji roli
mnohych CRC. Dalsi udalosti jsou zmény v metylaci DNA (hypometylace na trovni malého
adenomu) a uc¢inek onkogenu K-ras (na urovni intermediarniho adenomu) na chromozému
12p. Piechod k velkému adenomu a ke karcinogenezi ovlivituje mutace supresorového genu
DCC (deleted in colon cancer) na chromozému 18q a supresorového genu Tp53 (kodujiciho
protein p53) na chromozému 17p. Tato oblast chromozému je nejcastéji postizenou oblasti
ztratou alel u CRC. Mutace Tp53 hraje dilezitou roli v maligni transformaci a podporuje
vznik metastdz v riznych typech lidskych tumor (az 40 % karcinomt). Mezi dalsi genetické
zmeény patii mutace gend TGF-f (transformacni rustovy faktor beta), jehoz ztrata podporuje

proliferaci bun¢k a maligni transformacni proces (Jablonska, 2000).
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2.1.3 Kolorektalni karcinom a stievni zanéty

Zanét je komplex interakci rozpustnych faktort a bunck, které mohou vzniknout jako
odpovéd’ na traumatické, infekcni, post-ischemické, toxické nebo autoimunni poskozeni
jakékoliv tkan¢. Diky témto interakcim nastdva hojeni a nasledné uzdraveni tkané. Avsak
pokud dojde k blokaci v ur¢itém kroku této odpovédi, mize zanét vést k trvalému zasazeni
tkan¢ leukocyty, lymfocyty nebo kolagenem. Trvalé zaniceni muze oxidovat DNA, coz

podniti neoplastickou transformaci (Nathan, 2002).

Vznik kolorektdlniho karcinomu je casto spojen s pfedchozim zanétlivym onemocnénim
tlustého stfeva, napt. ulcerdzni kolitidou. U tohoto onemocnéni je pro vznik karcinomu
dulezity rozsah a délka trvani kolitidy. Pokud je onemocnéni zjisténo u mladého pacienta, je
riziko vzniku karcinomu vyrazné vyssi nez u pacienta starSiho 40 let. U takto se vyskytujiciho
karcinomu je vyvoj smérem adenom - dysplazie - karcinom, coz vétSinou trva okolo 10 let
avice. Diky takto dlouhé dobé vyvoje a vzhledem k tomu, Ze adenom i karcinom casto
krvaceji, 1ze tento problém detekovat screeningovym vySetienim krve ve stolici. Dysplazie
U ulcerdzni kolitidy se vSak nejCastéji objevuje v ploché sliznici, karcinomové bunky pak
invaduji do submukézy a svaloviny, coZz se nijak vyrazné neprojevi na povrchu sliznice.
Takové stadium se pak neprojevuje ani krvacenim, takze je t€Zké ho rozeznat (Jablonska,
2000).

Vyskyt adenomatdznich polypl je u pacientd se zanétlivym onemocnénim také cCasty
a komplikuje onemocnéni. Déle zanétlivé polypy, tzv. pseudopolypy, slozené z nahlouc¢enych
leukocyti ukazuji na tézky priabéh zanétu. Tyto polypy jsou zdrojem zanétu a mohou zptisobit
relaps Crohnovy choroby nebo ulcerozni kolitidy. Bylo zjisténo, Ze po 20letém prabéhu
Crohnovy choroby je 18ndsobné riziko vzniku kolorektalniho karcinomu. Riziko se zvySuje
s délkou trvani této nemoci i ulcerdzni kolitidy. V mistech postizenych zanétem se vyskytuje
karcinom nejcastéji, tak jako v mistech bypassové operace. U téchto nemoci je také zvySeny

vyskyt dysplazie (Jablonska, 2000).
2.2 Matrix metaloproteinazy

Matrix metaloproteinazy (MMP) jsou rodina vice nez 24 zinek vazajicich endopeptidaz
(peptidovy fetézec Stépi uvnitt), které jsou klasifikovany podle své struktury a podle in vitro
specifity k primarnimu substratu do 6 podskupin. Jsou to kolagenazy (MMP-1, MMP-8,
MMP-13, MMP-18), Zelatinazy (MMP-2, MMP-9), stromelysiny a stromelysinové MMP
(MMP-3, MMP-10, MMP-11 a MMP-12), matrilysiny (MMP-7, MMP-26), MMP
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membranového typu (MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25) a ostatni
(MMP-19, MMP-20, MMP-23, MMP-26, MMP-28). Dé¢leni do téchto podskupin se vsak
v riaznych zdrojich lisi. Kolagenazy, zelatindzy a stromelysiny jsou vSechny Sekretovany
a jsou rozpustné, zatimco metaloproteindzy membranového typu jsou pfichyceny K bunécné

povrchové membrané (Curran a Murray, 1999).

2.2.1 Struktura matrix metaloproteinaz

Primarni struktura matrix metaloproteinaz je tvofena ze specifickych prvkd, tzv. domén (Obr.
3). Propeptidova doména (okolo 80 aminokyselin) ma konzervativni jedineénou sekvenci
PRCG(V/N)PD. Cystein v této sekvenci (,,cystein switch®) podvazuje katalyticky zinek, aby
udrzel latenci pro-MMP. Tato sekvence chybi naptiklad u MMP-23 (Gururajan a kol., 1998),

u dal$ich matrix metaloproteinaz se mize v této oblasti vyskytovat variabilita.

Katalytickd doména (okolo 170 aminokyselin) obsahuje zinek vazajici motiv a konzervovany
metionin. Tato doména sestava z pétivlaknového B-skladaného listu, tii a-helixti a ze smycek
(Dhanaraj a kol., 1996). Katalyticka doména MMP ma navic strukturni zinec¢naty iont a 2 -
3 vapenaté ionty, které jsou zodpoveédné za stabilitu a expresi enzymatické aktivity. Naptiklad
MMP-2 a MMP-9 maji tfi opakovani fibronektinovych inzertd II. typu v katalytické doméng,
kde tyto inzerty interaguji s kolageny a Zelatinami (Allan a kol., 1995).

C-termindlni hemopexinova doména (okolo 210 aminokyselin) mé elipsoidni diskovity tvar
se ¢tyfmi B-vietenovitymi strukturami (Gomis-Riith a kol, 1996). Hemopexinova doména je
nezbytna pro Stépeni kolagent kolagenazami (Bode, 1995), ackoliv katalyticka doména sama
vykazuje proteolytickou aktivitu smérem k ostatnim substratim (Clark a Cawston, 1989).
Naptiklad MMP-23 ma misto hemopexinové domény oblasti bohaté na prolin, cystein a dalsi

aminokyseliny (Gururajan a kol., 1998).

Funkce pantové oblasti (hinge region) bohaté na prolin neni pfesn€ zndma. Transmembranova
doména byla objevena u nékterych matrix metaloproteinaz membranového typu, kde plni
funkci tzv. kotvy a drzi tyto enzymy u povrchu bunky (URL:<http://www.jbc.org> [cit. 2013-
3-10])


file:///D:/%3chttp:/www.jbc.org

~(C
3
= O 3 @ =
=1 > Q © ©
O o > o) o
o £ (@) =
= g = s 5
. = = .
s % S & S £ 5
pL Qo S o < hemopexinova 2 ¢
@ g Cys 2c zZn++ §  doména 89

katalyticka doména

Obr. 3: Schematicky diagram matrix metaloproteinaz (piekresleno dle Westermarck a Kahari, 1999)

2.2.2 Regulace matrix metaloproteinaz

Regulace MMP je slozita a je obvykle izce kontrolovana jak ¢asové, tak prostorové. Expresi
a aktivitu jednotlivych MMP pozitivné 1 negativné kontroluje ftada transkripénich
a posttranskripénich mechanismui. Vétsina MMP je syntetizovana ve velmi nizkych hladinach
obvykle jako latentni neaktivni prekurzory (zymogeny, proenzymy - neaktivni prekurzor
enzymu). VyluCovany jsou rtiznymi typy bunék jako bufikami mezenchymu, T-lymfocyty,
monocyty, makrofagy, neutrofily, keratinocyty a nadorovymi bunikami. Pfeména v aktivni
enzym obvykle probiha v pericelularni nebo extracelularni matrix proteotylickym stépenim
N-termindlniho propeptidu (Edwards a kol., 1996). Matrix metaloproteindzy vzajemné
spolupracuji a vytvaieji proteolytickou aktivaéni kaskadu: jakmile je jedna MMP aktivovana,
muze katalyzovat pfeménu dalSich MMP zymogent na jejich aktivni formy. Katalyticka
kaskada miize zpiisobit zapnuti mnoha dalSich metaloproteindz, které jsou spole¢né schopny
degradovat vSechny slozZky ECM - napfiklad jsou jedinymi enzymy degradujicimi fibrilarni
kolagen (Curran a Murray, 1999), nekolagenni glykoproteiny a proteoglykany (Pender
a Macdonald, 2004).

Exprese MMP je v normalnich podminkach ve tkani velice nizka a je indukovana pouze
v okamziku, kdy je potfeba remodelace a degradace ECM. Metaloproteindzy jsou regulovany
Ctyfmi cestami: primarné na urovni transkripce, v bodé aktivace prekurzorovych zymogent,
interakci se specialnimi slozkami ECM a TIMP inhibitory (Gomez a kol., 1997; Brew a kol.,
2000). Existuje vSak také dtikaz o modulaci stability mRNA v odpovédi na rustové faktory
a cytokiny (Westermarck a Kahari, 1999).



2.2.3 U¢inky matrix metaloproteinz

MMP reguluji U¢inky bunécného ristového faktoru a zanétlivé reakce Stépenim
a uvolnovanim rustovych faktorti, cytokint, chemokint a jejich receptori (Schonbeck a kol.,
1998; Haro a kol.,, 2000). MMP jsou zapojeny do patobiologie revmatoidni artritidy
a osteoartritidy (Bresnihan, 1999; Ishiguro a kol., 1999), rdstu nadoru a metastazi
(Westermarck a Kahari, 1999), arteroskler6z (Schonbeck a kol., 1997) a chronickych koznich
viedud (Saarialho-Kere, 1998). Navic exprese riaznych MMP jako stromelysin-1, stromelysin-2
a metaloelastdza plsobi jako jeden z hlavnich faktorii pfispivajicich ke vzniku slizni¢nich
viedu v idiopatickych stfevnich zanétech (IBD - Inflammatory Bowel Disease), mezi které
patii natiklad Crohnova choroba a ulcer6zni kolitida (Vaalamo a kol., 1998; Salmela a kol.,
2002). Ptesné expresni vzorce a funkce nékterych MMP jako MMP-19, MMP-26 a MMP-28

vsak v soucasné dob¢ nejsou jesté dostate¢né znamy.

2.2.4 Degradace extracelularni matrix

Degradace ECM je normalni fyziologicky proces probihajici v embryondlnim vyvoji,
organové morfogenezi, implantaci blastocytti, ovulaci, rastu vlasovych folikuld, piestavbé
kosti a hojeni ran (Shapiro, 1998). Matrix metaloproteinazy jsou schopné degradovat vSechny
druhy proteint extracelularni matrix, ale jsou schopny zpracovat i mnoho jinych bioaktivnich
molekul. Je znamo, ze se podili na $t€peni receptort lokalizovanych na bunééném povrchu,
uvolnéni apoptotickych ligandi a aktivaci nebo deaktivaci chemokinu nebo cytosinu.
Degradace ECM je béhem vyvoje, riistu a opravy tkani nezbytna, takze MMP pravdépodobné
také hraji kli¢ovou roli v bunénych procesech jako proliferace, migrace (adheze, disperze),

diferenciace, apoptoza a hostitelska obrana (Sena a kol., 2011).

Na druhou stranu je nadmérna proteolyza ¢astym rysem mnoha patologickych jevu (Shapiro,
1998). Nadorova invaze, metastaze a angiogeneze vyzaduji kontrolovanou degradaci ECM

a jak jiz bylo fe¢eno, MMP hraji v téchto procesech vyznamnou roli.

2.2.5 Role matrix metaloproteinaz v ranych stadiich tumorogeneze

Nejprve byla objevena role MMP v metastazich, proto se dlouho zkoumaly role pravé
Vv pokrocilych stadiich nadort. Avsak pozd¢ji bylo zjisténo, ze klicové onkogeny a tumor-
supresorové geny ucastnici se kolorektalni tumorogeneze exprimuji rizné MMP uz i v ranych

stadiich tumorogeneze, proto jsou jejich dalsi role neustale studovany.



Napiiklad pfitomnost MMP-1 v kolorektalnim karcinomu je spojena se $patnou prognézou
v piimé zavislosti na Dukesovych stadiich (Shiozava a kol., 2000), hodnoty MMP-2 byly
vyrazné zvySeny V nadorové tkani kolorekta ve srovnani se zdravou tkani (Parsons a kol.,
1998; Waas a kol., 2002) a vysoka exprese MMP-2 v malignim epitelu byla spojena se
snizenym piezitim pacientd s CRC (Hilska a kol., 2007). Exprese MMP-3 je zvysena v CRC,
¢imz aktivuje pro-MMP-9 (Inuzuka a kol., 2000), coz vede k progresi CRC. Pti studiu ranych
stadii CRC byla také identifikovana MMP-7, matrilysin (Oshima a kol., 2008), o které je
dosud shromazdéno nejvice dikazl. Matrilysinovéa aktivita byla pozorovana Vv kolorektalnich
adenomech (Yamamoto a kol.,, 1994) a imunoreaktivni MMP-7 byla lokalizovana
Vv cytoplazmé bunck kolorektalniho adenomu (Fingleton a kol., 1999). Na zaklad¢ téchto
pozdé&jsich objevt byly ur€eny intracelularni funkce. Mechanismus, jakym MMP-7 ovliviiuje

rané stadia kolorektalni tumorogeneze, je stale oblasti z4jmu.

V maligni tkani CRC byla dale zjisténa zvySena exprese MMP-9 (Zeng a kol., 2002). Jeji
vysoka hladina byla spojena s krats§im bezptiznakovym obdobim po vyléceni (DFS - disease-
free survival) a celkovym prezitim (OS - overall survival). Dale byly zjistény korelace mezi
zvySenymi hladinami MMP-9 v plazmé a kratSim pfezitim ve srovnani s normalnimi
hladinami MMP-9 (Zucker a kol., 1995). Naopak zvySena exprese MMP-12 vyrazné
korelovala s del§im piezitim a sniZzenou angiogenezi (Yang a kol., 2001). Vyrazné vyssi
hladiny aktivni MMP-13 byly detekovany v malignich tkanich ve srovnani s nemalignimi

tkanémi (Leeman a kol, 2002).

2.2.6 Role matrix metaloproteinaz v invaznim nadoru a metastazich

Mnoho pacientli, ktefi umiraji na kolorektalni karcinom, podlehne castéji UCinkiim
vzdalenych metastaz nez primdrnimu nadoru. Nadorovd invaze a tvorba metastdz jsou
povazovany za komplexni mnohastupniovy proces, kde je za kriticky krok povaZzovana
degradace extracelularni matrix a bazalni membrany, coz uvolni nadorové burky z mista
jejich ptivodu a usnadnuje jejich migraci do lumen cév (Liotta a kol., 1991; Stetler-Stevenson
a kol., 1993).

MMP proteolyticky degraduji mnoho slozek extracelularni matrix (Zucker a Vacirca, 2004).
Existuje n€kolik linii diikazt jak z in vitro, tak z in vivo modeld, které ukazuji, ze MMP hraji
hlavni role v degradaci mezibuné&ného prostoru v ¢ele nadorové invaze (Liotta a kol., 1991;
Stetler-Stevenson a Yu, 2001). Existuji souvislosti mezi schopnosti nadorovych bunék

napadat okolni tkan¢ a zvySenou expresi MMP. Navic in vitro studie rekonstituované bazalni

10



membrany ukazaly, Ze zvySené hladiny exprese MMP souvisely se zvySenou schopnosti
prochazet bazalni membranou. Schopnost nadorovych bunc¢k metastazovat do vzdalenych
mist je také spojena S MMP. Degradace ECM pomoci MMP umoziiuje nadorovym bunkam
voln¢ se pohybovat pies stroma. Ze stroma mohou nadorové buiiky pronikat do cév, putovat
ptes krevni feciste a poté extravazovat, ¢imz vytvoii vzdalené metastdzy. Angiogeneze, coz je
tvorba nového krevniho tecisté, je nezbytnd pro nadorovy riist i pro Uspésnou nadorovou
invazi a metastaze. Je to komplexni a dynamicky proces, ktery vyzaduje proliferaci
endotelovych bunék z existujicich krevnich cév, naruSeni ECM a migraci endotelovych
bunck. Proto riist a tvorba krevnich cév v nddoru vyzaduji stejné podminky, které jsou
stézejni 1 pro invazi nddorovych bunék. MMP hraji dilezitou roli ve vSech téchto procesech.
V angiogenezi maji jednotlivé MMP rtzné, Casto i protichiidné role. Proteolyza ECM je pii
angiogenezi dulezitym krokem a aktivovavé MMP jsou pfitomny v endotelovych buiikdch
krevnich cév na mistech angiogeneze. Nicméné nékteré MMP (MMP-2, MMP-3, MMP-7,
a MMP-9) jsou schopny proteolytického Stépeni plasminogenu, ¢imz vznika angiostatin
(endogenni angiogenni inhibitor), ktery specificky inhibuje proliferaci endotelovych bunék.

Nicméné role MMP v angiogenezi je velice rozsahlé téma.

Dtkaz u¢asti MMP v nadorové invazi vychéazi ztfady experimentalnich krokl, kdy byly
jednotlivé MMP izolovany z nddorovych bunck a nésledné byla jejich zvySena aktivita
nalezena v mnoha typech nadorti. Naopak byla také provedena transfekce nadorovych bunék
specifickymi MMP, kterd ve vysledku ustila ve zvySenou buné€nou invazivnost (Brinckerhoff
a kol., 2000; Chambers a Matrisian, 1997). Tak MMP piispivaji k invazi a vzdalenym

metastdzim v karcinomu stiev.

Na druhé¢ stran¢ existuji tkanové inhibitory TIMP (tissue inhibitor of metalloproteinase), které
jsou endogennimi inhibitory MMP. TIMP se déli na ¢tyii podtypy: TIMP -1, TIMP-2,
TIMP-3 a TIMP-4) (Lambert a kol., 2004). K nim byl pozd¢ji ptidan regulator znamy jako
RECK (reversion-included cysteine-rich protein with Kazal motifs). Vzhledem k tomu, ze
TIMP a RECK inhibuji MMP, které podporuji rozvoj nemoci, dala by se zvySena exprese
téchto inhibitort vyuzit pro lepsi prognézu pacienti s CRC (Takahashi a kol., 1998). V této
souvislosti byla provedena fada studii pro objasnéni role a funkce MMP, TIMP a RECK.
Vétsinou byly potvrzeny ocekavané ucinky, avSak nedavné studie postupné objevily
paradoxni situaci, kdy ne€kter¢ MMP hraly roli Vv inhibici nadorové progrese (Yang a kol.,
2001), zatimco nékteré TIMP byly spojeny s aktivaci MMP (Kinoshita a kol., 1998).
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2.2.7 Matrix metaloproteinazy a zanét

Jak jiz bylo feceno, hlavnim ukolem matrix metaloproteindz je degradace extraceluldrni
matriX. V nedavnych letech se vSak zjistilo, Ze tyto proteindzy mohou také modifikovat
mnoho jinych substratd, mezi které patéi napf. cytokiny a chemokiny. Tyto substraty se
ucastni zanétlivych procest, z ¢ehoz vyplyva, ze MMP hraji dilezitou roli také v zanétech.
Zanétlivy proces vznikd na zéklad¢ rtiznych podnétd, napf. poSkozeni tkané, pfitomnost
mikroorganismi, akumulace a ucinky buné€k eliminujicich mikroorganismy a infikované
hostitelské buiiky a oprava tkani primarné poskozenych traumatem nebo odpovédi hostitele.
Zanétlivé procesy jsou Klasifikovany podle jejich pravdépodobného pivodu a konkrétni role,
které se ucastni (Nathan, 2002). V jednotlivych kategoriich jsou nemoci, ve kterych je
zvySena exprese urcitych MMP. V kazdé nemoci charakterizované zanétem nebo s nim
spojené je pozorovana zvySena hladina nebo Spatna regulace hladin nékterych MMP.
Proteolyza matrix je tedy znamkou zanétlivych procesut a role MMP jako matrix
degradujicich proteinaz je soucasti odpovédi hostitele na traumatické, infek¢ni, toxické nebo
autoimunitni poskozeni. MMP inhibitory jsou uzivany jako protizanétlivé léky napf.
na paradontozu (Lee a kol., 2004) a jsou ptedpokladany za soucast budouci 1é¢by destrukce
tkan¢ v zanétlivych podminkach jako artritida (Whelan, 2004) a vaskularni onemocnéni
(Sierevogel a kol., 2003). Prava role mnoha MMP Vv zanétu vsak nebyla dosud objasnéna,
dokonce nebylo ani zjisténo, zda zanét zhorSuji nebo zlepSuji. Dlouhou dobu bylo
predpokladano, ze MMP, napt. MMP-2 a MMP-3, ptispivaji k destrukci kloubu, avsak
nékteré MMP mohou vlastné poskytovat kloubni ochranu (Itoh a kol., 2002).

2.3 Matrix metaloproteinaza MMP-19

Stejné¢ jako ostatni ¢lenové MMP rodiny je MMP-19 syntetizovana jako zymogen
se signalnim peptidem, ktery navede protein do sekre¢ni drahy. Jakmile se latentni forma
nachazi v ECM, pro-MMP-19 vyzaduje proces koenzymové aktivace, ackoliv ma i tendenci

k samoaktivaci.

2.3.1 Struktura MMP-19

Lidskda MMP-19 ma zékladni strukturdlni rysy vSech rozpustnych MMP a sklada se
z typickych proteinovych domén: N-terminalni signalni sekvence, pro-peptidové domény
S cysteinovym zbytkem nezbytnym pro zachovani latence enzymu, aktivacni sekvence

obsahujici zinek-vazajici misto a C-terminalni hemopexinové domény (Pendas a kol., 1997).
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Nicméné nema zadné specifické strukturalni rysy popsanych MMP tfid - naptiklad nema
k dispozici C-terminalni trans-membranovou doménu charakteristickou pro MMP

membranového typu (Obr. 4).

hemopexinova
domeéna

signalni peptid
propeptid
pantova oblast

g

katalyticka doména

Obr. 4: Schéma MMP-19 (ptekresleno dle Westermarck a Kahari, 1999)

MMP-19 byla povaZovana za prvniho ¢lena nové skupiny MMP a nedavno klonovana lidska
MMP-28 byla do této skupiny zahy pfidélena také, protoze méla podobné strukturni rysy
(Marchenko a Strongin, 2001). MMP-19 se lisi od ostatnich MMP v nékolika vlastnostech.
Prvni odliSnost je ve velice konzervativni autoinhibi¢ni sekvenci PRCGVPD, kterd lezi
Vv pro-peptidové doméné a zajistuje latenci pro-MMP. V MMP-19 je valin zaménén leucinem
aprolin glutamovou kyselinou, takze je tato konzervativni sekvence nahrazena sekvenci
PRCGLED. Druhou odlisnosti je, Ze karboxy-terminalni oblast obsahuje sekvenci
37 aminokyselin bohatou na treonin. Tato sekvence obsahuje unikatni Gsek 27 aminokyselin
TTPSGGNTTPSGTGITLDTTLSATETT, ktery nevykazuje zadnou podobnost s jinymi
proteiny. A tfeti odliSnosti je, ze MMP-19 obsahuje v pantové oblasti na prolin bohaté
sekvence, kterym predchazi Gsek oligoglutamové kyseliny EEEEETELPTVPPVPTEPSPM
(Sedlacek a kol., 1997).

2.3.2 U&inky MMP-19

MMP-19 byla puvodné izolovana z mlé¢né zlazy (Cossins a kol., 1996) a nazvana MMP-18.
Nasledné Pendas a kol. (1997) izolovali stejnou metaloproteinazu z jater, ale pojmenovali ji
MMP-19. Zjistilo se, ze jsou tyto MMP shodné a nazev byl sjednocen na MMP-19. Tato

metaloproteinaza byla také izolovana ze zanétlivé synovialni tkan¢ jako autoantigen RASI-1

13



(Rheumatoid Arthritis Synovium Inflamed-1) u pacientti s revmatoidni artritidou (Sedlacek
a kol., 1997). V revmaoidni artritid¢ vede proliferace synovialnich bunék, infiltrace lymfocytt
a chronicky zanét k destrukci kloubni tkané, na ¢emz se MMP-19 také podili. MMP-19
MRNA byla detekovéana v mnoha tkanich jako v placent¢, plicich, slinivce bfisni, vajecnikach,
slezin¢ a stievé (Pendas a kol., 1997), a také v akutnim zanétu synovidlni tkan¢, predevsim
v kapilarnich endotelialnich bunkach, coz zna¢i, ze mize hrat roli v neovaskularizaci a

angiogenezi (Kolb a kol., 1999).

Exprimovana lidska MMP-19 vykazuje in vitro silnou aktivitu degradace bazalni membrany
aje také schopnd degradovat dvé slozky chrupavky, ptesnéji chrupavkovy oligomericky
matrix protein a aggrecan (Stracke a kol., 2000a; 2000b), ale jeji substratova specificita
in vivo nebyla identifikovana. Cévni buniky hladkého svalstva, myoepitelialni buniky a bazalni
keratinocyty exprimuji MMP-19 konstitutivné, zatimco endotelidlni buiiky, epitelidlni buiky
mlécné Zlazy i monocyty a makrofagy vykazuji riznou expresi tohoto enzymu (Kolb a kol.,
1997, 1999; Mauch a kol., 2002; Djonov a kol., 2001; Sadowski a kol., 2003a, 2003b).
Pfitomnost byla objevena i ve fibroblastech (vazivové bunky tvofici ECM) a myoepitelialnich
buiikich a bunkach hladké svaloviny ve spojitosti s bunéénym povrchem myeloidnich bunck
(granulocyty, monocyty, zirné bunky, dendritické buriky, megakaryocyty, erytroblasty) (Kolb
a kol., 1999; Djonov a kol., 2001; Mauch a kol., 2002). MMP-19 je schopna degradovat
invitro, napt. kolagen typu IV, laminin-1, laminin-5, nidogen-1, tenascin-C, fibronectin
a zelatinu typu I, ale neni schopna aktivace zadné pro-MMP (Stracke a kol., 2000a; Stracke
a kol., 2000b).

Oproti klasickym MMP je MMP-19 pfitomna v klidné mlécné Zlaze a v jejich benignich
lézich. Vyvoj k invazivnimu fenoypu a neoplastické dediferenciaci vSak vede K vymizeni
MMP-19 z nadorovych bunék a krevnich cév, coz znamena, Ze se mize jednat o urcity druh

markeru (Djonov a kol., 2001).

MMP-19 je konstitutivné sekretovana mnoha tkanémi a typy bun€k a jeji exprese je zvysSena
v kdzi pti zanétlivych podminkach a v prubéhu vyvoje nadoru. MMP-19 také kontroluje
zpozdény typ hypersenzitivity v kiizi. V zavislosti na bunééném a tkanovém typu, MMP-19
muze hrat supresorovou roli, nebo mize zhorsit vysledek nemoci. Naptiklad zhorSeni kolitidy
u mysi s deficienci MMP-19 spolecné se zvySenymi koncentracemi pro-zanétlivych cytokina
odvozenych ze stfevni tkané predpoklada, ze MMP-19 hraje zasadni roli v udrzovani stfevni
homeostaze. To muze mit zasadni vliv na dvé hlavni zanétlivd onemocnéni stieva u lidi,

Crohnovy choroby a ulcerativni kolitidy (Brauer a kol., 2011b).
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MMP-19 charakteristicky S$tépi lidsky plasminogen, ¢imz generuje tii angiostatinové
fragmenty. Plasminogen, jednofetézcovy 92 kDa glykoprotein slozeny z N-terminalniho
peptidu, péti ‘kringle” domén a domény serinové proteinazy (Forsgren a kol., 1987), hraje
klicovou roli v nadorovych metastazich a angiogenezi, kde je vyzadovana proteolyza. Tyto
vzniklé fragmenty uvolnéné pomoci MMP-19 vyrazné inhibuji proliferaci HMEC (Human
Mammary Epithelial Cells) a redukuji tvorbu kapilarnich struktur v angiogenezi (Brauer
a kol., 2011a).

Gen MMP-19 lezi na chromozému 12q14 a obsahuje 9 rtizn€ dlouhych exonti na délce 7,6 kb.
Vsechny znich jsou vysoce konzervovdny u savéich druhii. Nicméné Vv pta¢im genomu
nebyly nalezeny zadné homology k lidské MMP-19. Pfitomnost tohoto genu u nékterych
bezobratlych vsak ptedpoklada, ze specificky vymizel v ptaci linii.

(URL:<http://books.google.cz> [cit. 2012-12-4]).

2.3.3 MMP-19 a karcinogeneze

MMP hraji sloZitou roli v rozvoji nadoru diky jejich schopnosti Uc€astnit se proteolytickych
procest Sirokého mnozstvi substrati. MMP jsou hlavé povaZovéany za pro-onkogenni faktory,
protoZze umi degradovat molekuly ECM a tim usnadni migraci a invazi nadorovych bungk.
Nicméné tato pro-onkogenni role MMP byla popirana rozvijejicimi se protinadorovymi
vlastnostmi nalezenymi u nékterych MMP (Rodgers a Clark, 2010). V souladu s témito
slozitymi funkcemi MMP V rakoviné hraje MMP-19 dvoji roli v nadorové progresi. Exprese
MMP-19 je zvySena béhem pozdnich fazi progrese melanomu, kdy usnadiuje vertikalni
migraci nadorovych bunék (Rodgers a kol., 2009). Nicmén¢ exprese MMP-19 je také zvySena
Vv bazalnich a dlazdicovych buiikach béhem neoplastické dediferenciace stejné jako ve stieve
a nosohltanovych karcinomech (Swingler a kol., 2010). S ohledem na to se pfislo S navrhem
mechanismu uml¢eni genu MMP-19 béhem nadorové progrese, ato deleci alely
a hypermetylaci promoteru. Navic ma MMP-19 antiangiogenni vlastnosti, které mohou byt
zodpovédné za jeji aktivitu v nadorové supresi (Bernal a kol, 2005). In vivo studie mutantnich
mysi s deficientem MMP-19 potvrdily dvé role této metaloproteindzy v rakoviné (Bister
a kol., 2004). Ackoliv se teda predpoklada, ze MMP-19 negativné reguluje rana stadia invaze
nadorovych bunck, rakovinné bunky se mohou stit méné citlivé na Uc¢inek MMP-19
po rozvinuti nadoru. Tyto zdanlivé paradoxni vysledky mohou znamenat rozdilné role

MMP-19 v evoluci riiznych typt rakoviny stejn€ jako rtiznych krokid nddorové progrese.
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2.3.4 MMP-19 a zanét

Nékolik praci poukazuje na roli MMP-19 v fizeni zanétlivych procest. Tento enzym byl
puvodn¢ identifikovan jako autoantigen u pacientli s revmatoidni artritidou (Sedlacek a kol.,
1997). Mnohem pozd¢ji bylo ukdzano, ze MMP-19 plisobi jako molekularni mediator zanétu
dychacich cest tak, ze brani ukladani tenascinu-C (glykoprotein, ktery podporuje adhezi
a akumulaci zanétlivych bunék pfes jejich kapacitu interagovat s integriny (Li a kol., 2003))
v dychacich dutinach. Navic nedostatek MMP-19 zvysuje hladiny interleukinu-13 (I1L-13).
V tomto ohledu bylo zjisténo, ze MMP-19 je také vyznamnym faktorem v koznich imunitnich
odpovédich a ovlivituje vyvoj T-lymfocyti (Beck a kol., 2008). Nicméné v kontextu s kuzi
nedostatek MMP-19 redukuje uvolnéni zanétlivych bunék, snizuje proliferaci keratinocytt
a eliminuje aktivaci CD8" T-lymfocyti, které jsou zodpovédné za tento typ reakce. Dale bylo
zjisténo, ze MMP-19 je exprimovana Vv myeloidnich buiikach (Mauch a kol., 2002) a jeji
exprese je zvySena V zanétlivych podminkach jako artritida a roztrousena sklerdza, kde
exprese proteindzy mikrogliemi mize vést k formaci novych 1ézi zvysujicich leukocytovou

migraci, poskozeni axonu a k ptestavbé ECM (Behera a kol., 2005)
2.4 Tvorba parafinovych bloki

Pro opakované vySetfeni jednoho vzorku tkan€ je potieba vytvorit parafinové bloky.
Zpracovani tkan¢ od fixace po parafinizaci je jedna z nejpouzivanéjSich technik v histologii.
odviji cely nasledujici postup - poskozeni tkané pii odbéru mize mit fatalni disledky. Odbér
se provadi u pacienta zaziva (bioptické vySetfeni), béhem operace (pooperacni biopsie) nebo
po pacientové smrti (nekroptické vySetfeni). Odebrany vzorek je nutno co nejrychleji vlozit
do fixacni tekutiny, protoze kratce po zastaveni krevniho obéhu ve tkani nastdva rozklad
tkan€ hydrolytickymi enzymy (autolyza). Aby fixacni tekutina do tkané€ lehce pronikala, je
nutno tkan predem nafezat na mensi vzorky (blocky). Fixaci je rychle a nasiln€ usmrcena ziva
hmota denaturaci nativnich bilkovin, avSak bez velkych zasaht do uspotfadani této hmoty.
Pro tyto Ucely se pouzivaji fixacni tekutiny pfipravené z organickych i anorganickych latek,
napt. formol (4% roztok formaldehydu). Po cca 24hodinové fixaci néasleduje vyprani fixacni
tekutiny (voda, alkohol) a poté odvodnéni. Odvodnéni se provadi stoupajici koncentraci
alkoholu, kdy se tkéan vklada postupné do 70%, 80% a 100% etanolu. Nasleduje aceton, poté
smés aceton/xylen a nakonec xylen, ¢imz se tkan tzv. projasni. Poté se provadi prosyceni

tkdn¢ parafinem a vlastni zalévani do parafinu. Timto postupem vzniknou tzv. parafinové
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bloky, které se nasledné daji uchovavat po dlouhou dobu a nebo dale zpracovavat krajenim

a barvenim (Lichnovsky a Malinsky, 2007-2009).

Krajeni tkani zalitych v parafinu se provadi pomoci mikrotomu. Mikrotom je zafizeni
pouzivané pro krajeni extrémné tenkych fez tkdni pro nasledné vyuziti v mikroskopii,
pro imunohistochemické reakce a dalsi. Mikrotomy vyuZzivaji ocelové, sklenéné nebo
diamantové noze v zavislosti na pozadované tloust’ce fezu. Ocelové noze jsou uzivany
pro ptipravu preparatd zvitecich nebo rostlinnych pro svételnou a fluorescencni mikroskopii.
Sklenéné noze jsou uZivany pro krdjeni fezii pro svételnou a elektronovou mikroskopii.
Diamantové noze jsou vyuzivany pro krajeni tvrdych materidli jako kosti, zuby

a pro rostlinné preparaty pro svételnou i elektronovou mikroskopii (Lang, 2006).

Mikrotomy existuji sanové, rotacni, zmrazovaci, ultramikrotomy, vibratomy, pilové

a laserové.
2.5 Tkanova microarray

Technika tkanova microarray (TMA - tissue microarray) je procedura, ktera umoziuje
nakombinovat desitky az stovky vzorki tkané zalit¢ v parafinovém bloku do jednoho
parafinového bloku (Obr. 5). Valcova jadra tkané (vétSinou 0,6 - 2,0 mm Vv priméru) jSou
vyfiznuta Z jedné nebo vice reprezentativnich oblasti tkdné€ zalité v parafinu (donorovy blok)
a poté presné usporadany do nového parafinového bloku (recipientni blok) uzitim tkédnového
‘microarrayeru’. TMA jadra mohou byt odebrana z riznych mist téhoz nadoru, ze vzorka
v riznych obdobich choroby, nebo z nadort od mnoha dalsich pacientd. Z kazdého TMA
bloku mize byt nasledné natezano az 200 pficnych fez 4 - 5 mm tloustky, namontovano
na mikroskopické sklicko a zpracovano jako bézné tuseky tkané Sirokou fadou technik

(histochemické barveni, imunohistochemiské a imunofluorescen¢ni barveni, FISH).

Hlavni vyhoda TMA sestavd v montdzi n€kolika stovek vzorkt do jednoho parafinového
bloku, ktery mtize byt poté analyzovan najednou, takze umoziiuje vykonny screening exprese,
zajiStuje uniformni reakéni podminky a vyhyb4d se potiebé barveni a ¢teni mnoha
jednotlivych preparati. Z téchto divodu je analyza TMA nakladové nenarocnd, uziva
se pouze minimum reagencii a protilatek. ProtoZe jsou pouzivand jadra mala, umoziiuje tato
technika usporu vzacnych biologickych vzorkti; po vyfiznuti jader obsahuji donorové bloky

stale dostatecnou zbytkovou tkan pro adekvatni patologickou interpretaci.

Piistroj Galileo TMA CK 3500 od firmy Integrated System Engineering (Obr. 6), pouzivany
pfi realizaci této prace, obsahuje digitdlni kameru o vysokém rozliSeni, kterd usnadiiuje
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identifikaci cilové oblasti donorového bloku. Digitalni kamera také umoziuje ukladani obrazii
snimki a parafinovych blokl do pocitace pro pozd€jsi uziti. Pfistroj umoziuje automatické
polohovani jehel, coz umoziuje proces tvorby ‘microarrays’. Nastavitelna je hloubka jehel,
coz brani nepravidelnému rozmisténi jednotlivych vzorki v recipientnim bloku a tim i1 absenci
nékterych vzorkll v jednotlivych fezech. Proces tvofeni vyfezi je manualni, coz brani
destrukci bloku pfi selhdni nastroje béhem konstrukce. Soucdsti piisluSenstvi je také
automaticky podnos fizeny pocitacem, ktery zajistuje presné polohovani parafinového bloku.
Na tento podnos muize byt umisténo az 6 donorovych blokl. Dale je pfitomna nastavitelnd

LED c¢ernosvételna iluminace, ktera zvysuje kvalitu obrazu.

Pro praci s Galileo TMA CK 3500 je potfeba IseTMA software, ktery slouzi jako propojeni
pristroje a pocitace a asistuje uzivateli ve vSech fazich realizace TMA

(URL:<http://www.isenet.it> [cit. 2012-11-4])

Cerstvy histopatologicky fez ~ BLOK (donorovy)

Oblast
zajmu

I <=
TMA jadro—
Recipientni blok

T

Mnohocetné fezy z bloku

Zhotoveni TMA bloku Morfologické a molekulové
ANALYZY

Obr. 5: Schematické znazornéni zhotoveni TMA bloku (piekresleno dle URL:<http://
http://www.roche-diagnostics.cz> [cit. 2012-12-4])

Obr. 6: Galileo TMA CK 3500 (URL:<http://www.isenet.it> [cit. 2012-11-4])
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2.6 Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC) je metoda vznikla z histochemie objevenim a zavedenim
imunologické reakce v praxi. Zakladem IHC je prikaz antigend (antigennich determinant)
v tkani pomoci znacenych specifickych protilatek (monoklonalnich i polyklonalnich), kdy zde
probiha tzv. vazba zdmku a klice. Diky rozvoji dalSich véd jako molekularni biologie,
genového inzenyrstvi a jinych, byla metoda postupné vylepSovana az do soucasného stavu.

Dnes mizeme rozliSovat né¢kolik IHC metod. (Beranova a Tonar, 2002).

2.6.1 Déleni metod podle zpiisobu znaceni

Samotna vazba protilatky na antigen neni doprovazena zadnou barevnou zménou. Abychom
mohli detekovat piitomnost a distribuci urcitého antigenu ve tkéni, musi po navazani
probéhnout barevna reakce, kterd je néasledné detekovatelna. Proto jsou protilatky znaceny.
Podle zptsobu znaceni jsou IHC metody dé€leny na enzymatické, fluorescencni a znacené

kovem.

Enzymatické znaceni je zalozeno na tom, Ze urCity enzym (alkalickd fosfataza, kienova
peroxid4za) navazany na protilatku zméni barvu chromogenniho substratu, ktery je pfidan

k reakci.

Znaceni fluoresceinem - imunofluorescenéni znaceni - vyuziva vlastnosti molekul absorbovat
svétlo o urcité vlnové délce (vybojka, laser) a nasledné emitovat svétlo vétsi vinové délky.
Tyto fluoresceiny (napi. FITC, TRITC) jsou nasledn¢ detekovany pomoci fluorescenéniho

mikroskopu.

Znaceni kovem (napf. zlatem, zelezem) se pouziva vétSinou pro metody elektronové
mikroskopie (Beranova a Tonar, 2002) a znaCeni pomoci elektronodenzni substance
je metoda vyuzivajici koloidni zlato nebo ferritin. Tato metoda se uziva v elektronové

mikroskopii (Lichnovsky a Malinsky, 2007-2009).

2.6.2 Déleni podle poradi znacené protilatky

ZnaCeni protilatky je zakladem detekce specifické imunologické reakce mezi antigenem
aprotilatkou. Zde =zalezi na tom, jestli znaCime protilatku primarni (pifima metoda),
sekundarni (nepfima dvojstupfiova metoda) a nebo se na sekundarni neznacenou protilatku

vaze znaceny komplex (nepfima trojstupiiova metoda).
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Pfima metoda vyuziva znaCené protilatky, které se navazi piimo na antigen v tkani -
tzv. primarni protilatky (Obr. 7). Tato metoda je nejjednodussi a levna, avSak z duvodu
omezené citlivosti ji Ize vyuzit pouze pokud je antigen pfitomen ve vysoké koncentraci,
naptiklad v nativnich fezech. Pro parafinové fezy neni tato metoda dostatecné citliva

(Gomolcak, 1997).

Pfima metoda
= primarni protilatka znacena pfimo

Pfimé znaceni primarni
protilatky, napf. kovem ¢&i
fluoresceinem

Primarni protilatka

Rez

Obr. 7: Schematické znazornéni vazby znacené primarni protilatky na antigen ve tkani - pfima metoda

(ptekresleno dle Beranova a Tonar, 2002)

v

Nepiima dvojstupiiova metoda vyuziva znacené protilatky, tzv. sekundarni, které se vazi az
na navazané neznac¢ené primarni protilatky (Obr. 8). Tato metoda je mnohem citlivéjsi, takze
sevice hodi pro pouziti na parafinovych fezech. Sir§i uplatnéni ma tato metoda
pfi imunosérologickém vySetfeni pii podezieni na autoimunitni onemocnéni (Gomolc¢ék,

1997).

Neprima metoda
= dvojstupnova metoda, zaloZzena na
imunologické vazbé sekundarni znacéené
protilatky na protilatku primarni

Sekundarni protilatka
znacena fluorochromem
¢i enzymem

Primarni protilatka

Rez

Obr. 8: Schematické znazornéni vazby znacené sekundarni protilatky na primarni protilatku navazanou

na antigen ve tkani - nepfima dvoustupniova metoda (pfekresleno dle Beranova a Tonar, 2002)
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Nepfima trojstupnova metoda, tzv. sendvicova, je metoda slouzici pro amplifikaci signalu.
Na antigen ve tkani je navazana protilatka, na kterou se specificky vaze sekundarni protilatka.
Této sekundarni protilatce se také fika ,,mustek* (Obr. 9) a je nutné, aby byla aplikovana
v nadbytku. Pokud by totiz dosSlo k vazebnému vysyceni obou Fab-fragmenti (Fragment
Antigen-Binding) protilatky, pti nasledné aplikaci zna¢eného komplexu by doslo k falesné
negativnim vysledkiim. Na sekundarni protilatku se nasledné vaze komplex peroxidaza-anti-
peroxidaza - PAP, alkalicka fosfataza-anti-alkalicka fosfataza - APAAP, nebo (strept)avidin-
biotin-komplex - (S)ABC (Obr. 10). Tyto komplexy amplifikuji vysledny barevny signal,

protoze jeden antigen je oznacen vét§im mnozstvim znacek. (Beranova a Tonar, 2002).

Neprima trojstupnova
metoda

Komplex peroxidaza-anti-peroxidaza

Specifické neznacené sérum
proti primarni protilatce
= “mustek”

Primarni protilatka

Rez

Obr. 9: Schematické znazornéni vazby zna¢eného komplexu na sekundarni protilatku, ktera je navazana
na protilatku primarni vazici se na antigen ve tkani - nepfima trojstupiiova metoda

(pfekresleno dle Beranova a Tonar, 2002)
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Trojstupnova metoda vyuzivajici
(strept)avidin biotin komplex

(SABC)
* peroxidaza
¢ biotin
+ (strept)avidin
SABC

Biotynylovana protilatka = “mustek”

Primarni protilatka

Rez

Obr. 10: Schematické znazornéni vazby znac¢eného komplexu (S)ABC na sekundarni protilatku,
ktera je navazéana na protilatku primarni vazici se na antigen ve tkani - nepiima trojstupiiovd metoda

(ptekresleno dle Beranova a Tonar, 2002)
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3 CILE PRACE

Cilem této bakalaiské prace je hledani souvislosti vyskytu a distribuce metaloproteinazy
MMP-19 u primarnich fazi kolorektalniho karcinomu Vv ramci zanétlivého procesu. Je zde
zkouman vztah mezi expresi této metaloproteinazy a histologickymi parametry jako
bezpiiznakové obdobi - DFS (desease-free survival) a celkové pieziti - OS (overall survival).
Pti zpracovani biologického materialu byly pouzity parafinizatni a fixacni techniky
anasledn¢ byla provedena nepiima dvojstupniova metoda imunohistochemie pro detekci
proteinu MMP-19 v tkanich kolorektalniho karcinomu zpracovanych béznym zptsobem

pro histologické vySetteni.
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4 MATERIAL A METODA

4.1 Biologicky material

Donorové bloky vzorkt pacienttl byly poskytnuty archivem Ustavu klinické a molekularni

patologie z Fakultni nemocnice Olomouc.

4.2 Chemikalie

neionizovana voda, aceton (LachNer), xylen (LachNer); etanol (70 %, 80 %, 100%), NaCl,
KCI, Na;HPO,4.2H,0, KH,PO,4, Tween 20 (Sigma, kat. ¢. 37470), citrat sodny dihydrat
(Aldrich, kat. ¢. BA-9200), HCI, 30% H,0, Tween 20 (Sigma, kat. ¢. 37470), suSené
odtuénéné mléko (Laktino), bovinni albumin frakce V (Sigma, kat. ¢. 85040C-1K), 10 %
NaN;3 (Sigma, kat. ¢. 26628-22-8), fetalni sérum, primarni protilitka MMP19 - 5, Dako
EnVision™ + Dual Link System-HRP, Liquid DAB + Substrate Chromogen System
(DakoCytomation, kat. ¢. K3466), pertex (Histolab AB, Bamed), hematoxylin (Sigma, HI-
00801), KAI(SO,4),.12H20 (Sigma, kat. ¢. A-6435), hematoxylin (Sigma, kat. ¢. H 3136)

4.3 Pristrojové vybaveni

digestot (Merci), vodni lazen TW8 (Maneko), lednice (Liebherr), mikroskop (Olympus),
mikrotom RM2135 (Leica), mikroarrayer Galileo TMA CK 3500 (Integrated System
Engineering), termostat IP100-U (LTE), pH metr, digitalni timer, vortex V-1 plus (Biosan),

minicentrifuga
4.4 Material

automatické pipety (100 - 1000 ul) + $picky; 1,5ml mikrozkumavky, barvici nadoby, odmérné
valce, odpadni lahev, buni¢ina, pinzeta, kladné nabita podlozni skla (Thermo scientific), kryci
skla 24 x 40 mm (Bamed), vlhka komtrka, parafinovy fix Liquid blocker, centrofix, skalpel,

gumové rukavice
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4.5 Imunohistochemicka detekce protilatek: MMP19 - 5

45.1 Priprava roztoku

Zasobni 10 x koncentrovany PBS (80 g NaCl, 2 g KCI, 32,1 g Na,HPO, . 2H,0, 2 g
KH,PO, - rozpustit v 900 ml deionizované vody, upravit pH na 7,4 a doplnit do 1 litru
deionizovanou vodou) - skladovat pii laboratorni teploté (18 - 27 °C)

1 x PBS s Tweenem (100 ml 10 x PBS, 900 ml deionizované vody, 1 ml Tween 20) -
pred kazdym pouzitim pfipravit Cerstvy roztok

10mM citratovy pufr pH 6.0 (2,9 g citrat sodny dihydrat - rozpustit v 900 ml deionizované
vody, upravit pH na 6,0 pomoci HCI) - skladovat v ledniéce (1 az 10 °C)

Roztok blokace endogenni peroxidazy - 3% H,0, (10 ml 30% H,0,, 90 ml 1x PBS, 100 ul
Tween 20 (Sigma, 37470) - pied kazdym pouzitim pfipravit Cerstvy roztok

Bloka¢ni mléko (3 g susené odtué¢néné mléko, 2 g bovinni albumin frakce V, 1 ml 10% NaNj3
- rozpustit ve 100 ml 1x PBS) - pied kazdym pouzitim pfipravit Cerstvy roztok

Redici roztok pro primarni protilatku (900 pl 1x PBS, 100 pl Fetalniho séra, 10 pl
10% NaN3) - pied kazdym pouzitim piipravit Cerstvy roztok

Primarni protilaitka MMP19 - 5 (fedéno 1:600 - 1,66 ul do 1000 ml fediciho roztoku)

Kit Liquid DAB + Substrate Chromogen Systém, DakoCytomation, kat. ¢. K3466
(smichani 1 ml DAB + substrate buffer s 1 kapkou DAB + chromogen)

Kamencovy hematoxylin (50 ml 5% kamence hlinitodraselného, 1 ml 10% hematoxylinu
v 96% etanolu, 1 ml 2% kyseliny jodisté, 10 kapek 3% koncentrované HCI (35 %)) -
skladovat pii laboratorni teploté (18° C - 27° C)
- 5% zasobni roztok kamence hlinitodraselného - KAI(SO,),.12H20
(5 g KAI(S0O4)2.12H20 - rozpustit ve 100 ml destilované vody)
- 10% zasobni roztok hematoxylinu v 96% etanolu (1 g hematoxylinu - rozpustit
v 10 ml 96% etanolu)
- 2% zasobni roztok Kkyseliny jodisté (0,5 g Hsl1Og - rozpustit ve 25 ml destilované
vody)
- 3% zasobni roztok koncentrované HCI (8,6 ml koncentrované HCI (35 %) - ptidat

po kapkach do 91,4 ml destilované vody)
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4.5.2 Priprava vzorku

Tvorba TMA bloki: Z pacientskych donorovych blokd byly pomoci tkanového
microarrayeru (Galileo TMA CK 3500) vytvoieny TMA bloky obsahujici vzorky

reprezentujici vzdy jak zdravou, tak nadorovou tkan pacienta.

Krajeni TMA bloki: TMA bloky byly nasledné nakrajeny pomoci rota¢niho mikrotomu
RM2135 na 4 um tenké tezy, které byly poté uchyceny na ,plusova™ (pozitivné nabitd)

podlozni sklicka. Sklicka s fezy byla v termostatu inkubovana pies noc pti 56 °C.

4.5.3 Vlastni postup

Deparafinizace: Po inkubaci byla provedena deparafinizace tak, ze byla sklicka s fezy
vloZena do barvici nadoby S xylenem. Po 5 minutach byla sklicka ptenesena do dalsi barvici
nadoby s xylenem a po dalSich 5 minutach byl proces jesté jednou zopakovan. Nasledovalo
vlozeni sklicek do nadoby se 100% etanolem, poté 80% a nakonec 70% etanolem - vzdy

na 5 minut. Nasledovalo 2 x promyti destilovanou vodou.

Odmaskovani antigent: Barvici nadobka s 10mM roztokem citratového pufru (pH 6,0) byla
umisténa do vodni 1azné pfedehiaté na 95 - 99 °C. Po vyhiati pufru na teplotu 95 - 99 °C
do ného byla vlozena skli¢ka s preparaty a inkubovana. Po uplynuti 40 minut byla sklicka
20 minut ponechana pii pokojové teploté, aby vychladla. Tyto preparaty byly nasledné
oplachnuty destilovanou vodou a poté ponoteny do kyvety s 1x koncentrovanym PBS pufrem.
Blokace endogenni peroxidazy: Preparaty byly umistény do roztoku pro blokaci
endogennich peroxidaz na dobu 10 minut pfi laboratorni teploté. Nasledné byly 2x oplachnuty
v roztoku 1x PBS s Tweenem. Dale byly preparaty vlozeny do kyvety s 1x PBS s Tweenem

a inkubovéany 5 minut pfi laboratorni teploté. Tohle bylo zopakovano jesté 2x.

Blokace pozadi: Oplachnuté preparaty byly inkubovany v roztoku bloka¢niho mléka po dobu

1 hodiny pfti laboratorni teploté.

Oplach preparatu v 1x PBS s Tweenem: Po vyjmuti z bloka¢niho mléka byly preparaty 2x
rychle oplachnuty v 1x PBS s Tweenem a poté 3x po 5 minutdch inkubovany v novém 1x
PBS s Tweenem pfi laboratorni teploté.

Aplikace primarni protilatky: Protilitka MMP19-5 fedéna 1:600 byla po osuseni sklicka
nanesena ve 200 pl na oblast sklicka ohranicenou pomoci parafinového fixu. Sklicka byla

umisténa do vlhké komirky a inkubovana pies noc v lednici.
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Oplach preparatu v 1x PBS s Tweenem: Preparaty byly vlozeny do kyvety s 1x PBS

s Tweenem a 2x rychle oplachnuty. Poté byly inkubovany 3x 5 minut v tomto pufru.

Aplikace sekundarni protilatky: Protilatka (Labelled Polymer - HRP, EnVision™ + Dual
Link System) byla po osuSeni skli¢ka nanesena ve 200 pl na oblast skli¢ka ohrani¢enou
pomoci parafinového fixu. Skli¢ka byla umisténa do vlihké komirky a inkubovana po dobu

1 hodiny pfi laboratorni teploté.

Oplach preparatu v 1x PBS s Tweenem: Po vyjmuti z vlhké komurky byly preparaty 2x
rychle oplachnuty v 1x PBS s Tweenem a poté 3x po 5 minutach inkubovany v novém 1x

PBS s Tweenem pfi laboratorni teploté.

Vizualizace: Protoze byl detekéni komplex zna¢eny pomoci Labelled Polymer - HRP (Horse
Radish Peroxidase), jako chromogen byl pouzit DAB, 3,3-diaminobenzidin (EnVision™ +
Dual Link System-HRP*). Oxidaci DAB vznikl hnédy produkt. Byl pouzit kit Liquid DAB +
Substrate Chromogen System (DakoCytomation, kat. ¢. K3466). Na osusena sklicka bylo
naneseno 100 ul Liquid DAB + Substrate Chromogen a preparaty byly inkubovany 5 - 10

minut pfi laboratorni teploté.

Oplach preparatu v1x PBS sTweenem: Po inkubaci byly preparaty oplachnuty
destilovanou vodou, poté 2x rychle oplachnuty v 1x PBS s Tweenem a 3x po 5 minutach

inkubovany v novém 1x PBS s Tweenem pfi laboratorni teploté.

Podbarveni hematoxylinem: Nasledovalo vlozeni sklicek do kyvety s roztokem
hematoxylinu a inkubace 30 sekund pfi laboratorni teploté, dale vloZzeni do kyvety
S destilovanou vodou a poté 3 minuty promyvani pod tekouci vodou (navdzani vapenatych

iontl z pitné vody) S naslednym oplachem v destilované vodé.

Odvodnéni a montovani: Preparaty byly poté oplachovany 30 sekund v acetonu, 30 sekund
ve smési aceton/xylen a 3 minuty v xylenu, ¢imz probéhlo odvodnéni preparatii. Po vyjmuti

z xylenu byly preparaty zamontovany do Pertexu - montovaci médium.
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5 VYSLEDKY

Detekce matrix metaloproteindizy MMP-19 byla provadéna na 30 pacientskych vzorcich.

2 vzorky byly ve vysledku nehodnotitelné, proto do statistiky nebyly zahrnuty. 4 pacienti

(4.,8.,27. a 28.) neméli kolorektalni karcinom, ale karcinoid. Karcinoid je tzv. semimaligni
nador neuroendokrinniho ptivodu, ktery muize a nemusi byt zhoubny. V téchto ptipadech
zhoubny byl, proto byl do statistickych vysledkti zahrnut. Intenzita exprese MMP-19 byla

sledovana v cytoplazmé nadorovych bunék, v cytoplazmé bazéalnich bunék bez nadoru

a Ve stromalnich buiikach (fibroblastech) (Tab. I1).

Tab. Il: Zavislost exprese MMP-19 v riiznych typech bunék na DFS a OS

Vzorek Nadorové buriky Bazalnich Stromalni buiiky DFS oS
nenadorové buriky

1. 100 % 100 % 100 % 9+ 9+
2. 100 % 100 % 100 % 9+ 9+
3. 100 % 100 % 100 % 2 2
4, 100 % 0% 100 % 9+ 9+
5. 100 % 100 % 100 % 2 10+
6. 65 % 100 % 100 % 2 10+
7. 100 % 100 % 100 % 1 10+
8. 100 % 100 % 100 % 9+ 9+
9. 100 % 100 % 100 % 9+ 9+
10. 50 % 0 0 1 9+
11. 100 % 100 % 100 % 9+ 9+
12, 10 % 0 50 % 9+ 9+
13. 0 0 0 7 8
14, 100 % 100 % 100 % 2 9+
15. 100 % 100 % 100 % 8 8
16. 20% 0 40 % 6 9+
17. 50 % 100 % 100 % 9+ 9+
18. 100 % 100 % 100 % 6 o+
19. 100 % 100 % 100 % 1 2
20. 0 0 0 2 o+
21. 100 % 100 % 100 % 3 4
22. 60 % 100 % 100 % 1 1
23. 100 % 100 % 100 % 1 1
24, 100 % 100 % 0 9+ o+
25. 100 % 60 % 60 % 1 o+
26. 100 % 0 0 o+ 9+
27. 50 % 0 100 % 1 o+
28. 100 % 0 100 % 5 9+

*...hodnoty uvedeny v poctu let
+...pacient zije dodnes
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Exprese MMP-19 byla hodnocena podle intenzity zbarveni do hnéda u pozitivnich tkani
(Obr. 11), pokud byla tkan zabarvena pouze modie (Obr.12), byla negativni. Expresi
Vv cytoplazmé nadorovych bunék vykazovalo 26 vzorku z 28 (92,86 %): 20 (71,43 %) bylo
vysoce pozitivnich, 4 (14,29 %) byly sttedné pozitivni a 2 (7,14 %) nizko pozitivni. Zbylé
2vzorky z 28 byly negativni (7,14 %). Vysoce pozitivni expresi V cytoplazmeé bazalnich bun¢k
bez nadoru vykazovalo 19 vzorki z celkového poctu (67,86 %), zbylych 9 bylo negativnich
(32,14 %). Expresi v cytoplazmé stromalnich fibroblastd vykazovalo celkové 23 vzorku
(82,14 %): 21 (75 %) bylo vysoce pozitivnich a 2 (7,14 %) stiedné pozitivni. Zbylych
5 vzorki (17,86 %) bylo negativnich ( Tab. I1l).

Tab. I11I: Intenzita exprese MMP-19 v rtiznych typech bunék

Intenzita Nadorové buiky Bazilni nenadorové Stromalni buniky
buiky (fibroblasty)
negativita
g 2128 (7,14 %) 9 /28 (32,14 %) 5/ 28 (17,86 %)
(0-9%)
et
fzia pozttivita 2128 (7,14 %) 0 0
(10 - 29 %)
tfedni pozitivita
strednip 4728 (14,29 %) 0 2128 (7,14 %)
(30 - 60 %)
ka pozitivita
vysokap 20/ 28 (71,43 %) 19/ 28 (67,86 %) 21128 (75 %)

(61 - 100 %)

pozitivni tkan

4 v
»e

Obr. 12: Imunohistoc

negativni tkan

I\ | 3 > y oy
hemicka detekce MMP-19 -

K vizualizaci vzajemného vztahu exprese jednotlivych typt bun¢k byly vyuzity kontingenéni
tabulky a y° test nezavislosti. Za pozitivni byly povaZovany viechny buiiky s intenzitou
exprese vyssi nebo rovnou 10 %. Bylo zjisténo, ze pozitivita a negativita exprese MMP-19
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nadorovych bunék nesouvisi s pozitivitou a negativitou bazalnich nenadorovych bunék

(p<0,178) (Tab. 1V). Byly vSak nalezeny souvislosti jak mezi pozitivitou a negativitou

nadorovych bun¢k a pozitivitou a negativitou stromalnich bunék (p<0,028) (Tab. V), tak

mezi pozitivitou a negativitou bazalnich nenadorovych bunék a pozitivitou a negativitou

stromalnich bungk (p<0,045) (Tab. VI).

Tab. 1V: Vliv pozitivity a negativity nadorovych bunék na pozitivitu a negativitu bazalnich

nenadorovych bunék

Nadorové buiky

Bazalni nenadorové buiiky

Negativni (0 - 9 %0)

Pozitivni (10 - 100 %)

Negativni (0 - 9 %)

2

0

Pozitivni (10 - 100 %)

7

19

Tab. V: Vliv pozitivity a negativity nadorovych bunék na pozitivitu a negativitu stromalnich bunék

Nadorové buiiky

Stromalni butiky

Negativni (0 - 9 %0)

Pozitivni (10 - 100 %)

Negativni (0 - 9 %)

2

0

Pozitivni (10 - 100 %)

7

23

Tab. VI: Vliv pozitivity a negativity bazalnich nenadorovych bun€k na pozitivitu a negativitu

stromalnich bunék

Bazalni nenadorové

buiiky

Stromalni buniky

Negativni (0 - 9 %)

Pozitivni (10 - 100 %)

Negativni (0 - 9 %)

2

0

Pozitivni (10 - 100 %)

7

9

Dale bylo analyzovano, zda studovany marker MMP-19 ovliviiuje pteziti pacientii nasi

testované skupiny. U téchto pacientti byly dohledany hodnoty DFS a OS. Pokud ma pacient

ob¢ hodnoty 9+, znamena to, Ze pacient Zije a dodnes se mu nemoc nevratila. Tento stav je

nejidealnéjsi a nastal u 10 sledovanych pacienti. Ostatni se setkali s recidivou Vv rizné

dlouhych intervalech. Pokud je hodnota DFS rovna OS, vétSinou to znamena, Ze pacient

zemfiel z divodu navratu nemoci.




Dale byla provedena Kaplan-Meierova analyza pieziti (Log-rank test). P-hodnoty statistické
vyznamnosti byly zaloZeny na y* testu a pouze p-hodnoty < 0,05 byly povaZovany
za signifikantni. V parametrech preziti jsme za poritivni povazovali poze vzorky s intenzitou
exprese > 10 %. Mezi pacienty s pozitivnimi a negativnimi nadorovymi buiikami nebyl
nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil v DFS (Graf 1) ani v OS (Graf 2). Statisticky
vyznamny rozdil v hodnotach DFS (Graf 3) a OS (Graf 4) nebyl nalezen ani u pacient
S pozitivnimi a negativnimi bazalnimi nenddorovymi buiitkami. U pacientil s pozitivnimi
anegativnimi stromalnimi bunkami taktéz nebyl nalezen zadny statisticky vyznamny rozdil
v DFS (Graf 5) ani v OS (Graf 6). Z toho vyplyva, ze neexistuji zadné korelace mezi expresi
MMP-19 a diagnostickymi parametry (DFS, OS) - bezptiznakové obdobi ani celkové pieziti

nijak nezavisi na intenzité exprese MMP-19.

Graf 1: Pravdépodobnost DFS pacientti s pozitivnimi (P) a negativnimi (N) nadorovymi buiikami
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Graf 2: Pravdépodobnost OS pacientl s pozitivnimi (P) a negativnimi (N) nadorovymi butikami
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Graf 3: Pravdépodobnost DFS pacientd s pozitivnimi (P) a negativnimi (N) bazalnimi nenadorovymi
buiikami
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Graf 4: Pravdépodobnost OS pacient s pozitivnimi (P) a negativnimi (N) bazalnimi nenadorovymi
bunkami
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Graf 5: Pravdépodobnost DFS pacienti s pozitivnimi (P) a negativnimi (N) stromalnimi
bunkami
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Graf 6: Pravdépodobnost OS pacientt s pozitivnimi (P) a negativnimi (N) stromalnimi buiikami
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6 DISKUZE

Cilem experimentalni ¢asti této prace bylo detekovat matrix metaloproteinaizu MMP-19
ve tkani kolorektalniho karcinomu a sledovat jeji potencialni roli v ranych fazich karcinomu
v ramci zanétlivého procesu. MMP-19 zde byla exprimovana v cytoplazmé nenadorovych
bunék kolorektalni tkan¢. Tyto vysledky jsou v souladu se studii Bistera a kol. (2004), ktefi
zjistili, Ze oproti mnoha klasickym MMP, jejichZ produkce a aktivita je zvySena v odpovédi
na poskozeni tkan¢, zanét a v prub&hu karcinogeneze, je MMP-19, i s MMP-26 a MMP-28,
exprimovana V normalnim stifevnim epitelu. Sena a kol. (2012) sledovali MMP-19 v pribéhu
stézejnich krokl transformace normalni nenddorové tkané ke kolorektalnimu karcinomu. Dle
jejich vysledkli byla MMP-19 exprimovédna v normalni tkdni pouze v nizké hladiné a béhem
neoplastické progrese byla exprese postupné zvySovana. Tyto poznatky naznaluji, Ze

MMP-19 pravdépodobné hraje roli béhem maligni transformace.

Zde je vsak nutno poukazat na protichtidna tvrzeni. Djonov a kol. (2001) zaznamenali
progresivni ztratu exprese MMP-19 ve sméru progrese od primarniho nadoru k invazivnimu
fenotypu, coz je opacny trend nez v predchozi studii. Zda se tedy, ze zde MMP-19 plni funkci
ochranného faktoru. Tato ztradta MMP-19 mize byt markerem invazivniho fenotypu, takze by
vtomhle ohledu byla zajimava studie, ktera by se snazila obnovou exprese MMP-19
redukovat jeji invazivni potencial. Studie Djonova a kol. (2001) vSak byla zamétfena
na karcinom prsu a neni potvrzeno, zda se matrix metaloproteindzy chovaji v nadorech
ruznych tkéani stejné.

Soucasti této prace byla detekce MMP-19 i ve stromdlnich buitkdch. Matrix metaloproteinazy,
jak jiz bylo feCeno, degraduji slozky extracelularni matrix, coz pravdépodobné souvisi se
zanétem. Mauch a kol. (2002) sledovali MMP-19 ve stievnich zanétech a zjistili, Ze jeji
exprese byla zanétem zvySena a poté mohla byt detekovéana ve fibroblastech. Zanét mtize byt
prvnim krokem k transformaci normalni tkdné na tkan nadorovou, a proto miiZze exprese
MMP-19 v téchto bunkach souviset stimto procesem. V této praci vykazovalo expresi
Vv cytoplazmé stromalnich fibroblastii celkové 23 vzorki z 28 (82,14 %), u kterych inicidtorem

nadoru mohl byt zanét stieva.

Mueller a kol. (2000) ukazali, Ze 1 pies n€kolik rozdili ve struktufe, je ortologni mysi
MMP-19 gen vérohodnym nastrojem pro vytvofeni mysiho systému pro charakterizaci
potencialnich fyziologickych a patologickych funkci proteinu MMP-19 in vivo. Brauer a kol.
(2011b) sledovali vliv deficience MMP-19 u mysi na chemicky indukovany zanét. Tyto
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mutagenni mysi sice vykazovaly redukovanou infiltraci neutrofili do stievni tkdné, ale
ve vysledku se dostavilo celkové zhorSeni kolitidy. MySi mély déale zvySené hladiny
pro-zanétlivych cytokini v krevni plazmé a stfevni tkani ve vSech fazich kolitidy. MMP-19
tedy pravdépodobné hraje zasadni roli v udrzovani stievni homeostazy, takze deficit tohoto

proteinu zhorSuje zanétlivé procesy ve stievech.

Asano a kol. (2008) pracovali se 160 vzorky a zjistili, ze DFS pacientii s vysokou intenzitou
exprese MMP-19 bylo vyznamné kratsi, nez s intenzitou exprese nizkou. Z toho vyplyva,
7e vys§i exprese MMP-19 muze souviset s recidivou. Vysledky této piedlozené prace vsak
toto tvrzeni potvrdit nemohou, protoze nckteré vzorky vykazovaly i opacny trend. To vSak
muze souviset s malym po¢tem vzorku, ze kterého se neda vytvorit vérohodna statistika.
Vyrazné rozdily v hladinach exprese MMP-19 byly také pozorovany v analyze celkového
pteziti (OS).
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7 ZAVER

Tato bakalaiska prace byla zaméfena na sledovani role matrix metaloproteinazy MMP-19
Vv kolorektalnim karcinomu. Prvni ¢ast teoretického souhrnu byla vénovdna tématu
kolorektalniho karcinomu - jeho etiologii, molekularni podstaté, souvislosti se zanétem.
Nejvétsi podil teoretické ¢asti se zabyval matrix metaloproteinazami s podrobné&j$im
zamé&fenim na jednu z téchto metaloproteinaz - MMP-19. V posledni fazi teoretické ¢asti jsou
teoreticky popsany metody imunohistochemie a tkanovych mikroarrayi, které byly nasledné
vyuzity v experimentalni ¢asti této prace.

V experimentalni casti byla s pfedchozim vyuzitim parafinizacni a fixacni techniky, tkénové
microarraye a imunohistochemickych metod provedena detekce matrix metaloproteinazy
MMP-19 ve tkani kolorektdlniho karcinomu. Pozornost zde byla vénovéna hlavné
primdrnimu nadoru a zanétu. Exprese byla zkoumana v cytoplazmé& nddorovych bunék,
V bazalnich bunkach bez nadoru a také ve stromalnich burnikach. Byly zde zjistény souvislosti
mezi pozitivitou a negativitou exprese MMP-19 nadorovych buné¢k a pozitivitou a negativitou
stromalnich bunék s p-hodnotou statistické vyznamnosti mensi nez 0,028. Byly také
zpozorovany souvislosti mezi pozitivitou a negativitou bazalnich nenadorovych bunék

a pozitivitou a negativitou stromalnich bun¢k s p-hodnotou mensi nez 0,045.

Dale zde byl zkouman vztah mezi expresi MMP-19 a histologickymi parametry jako
bezptiznakové obdobi - DFS a celkové pteziti - OS. V zavislosti na expresi této
metaloproteinazy nebyly zpozorovany zadné korelace s délkou DFS ani OS, coz mohlo

pravdépodobné souviset s malym poctem vzorkda.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

(S)ABC
APAAP
APC
CD
CIN
CRC

DAB
DCC
DFS
DNA
ECM
Fab
FISH
FITC
TRITC
HMEC
HRP
IBD
IHC

kDa
K-ras
MMP
MRNA

MT-MMP

Komplex (strept)avidin-biotin

Komplex alkalicka fosfataza-anti-alkalicka fosfataza

,LAdenomatous Polyposis Coli*

Diferencia¢ni skupina povrchovych antigent - ,,Cluster of Differentiation
Chromozomalni nestabilita - ,,Chromosomal Instability*

Kolorektalni karcinom - ,,Colorectal Carcinom*

Ceska republika

3,3-diaminobenzidin

Tumor-supresorovy gen - ,,deleted in colon cancer

Bezptiznakové obdobi - ,,Disease-Free Survival®

Deoxyribonukleova kyselina - ,,deoxyribonucleic acid*

Extracelularni matrix - ,,Extracellular Matrix‘

Fragment vazajici antigen - ,,Fragment Antigen-Binding*
Fluorescen¢ni in-situ hybridizace - ,,Fluorescent In-Situ Hybridisation*
Fluorescein isothiokyanat

Tetrametylrodamin isothiokyanat

Epitelialni bunky lidské prsni zlazy - ,,Human Mammary Epithelial Cells*
Kienova peroxidaza - ,,horseradish peroxidase*

Nespecifické stievni zanéty - ,,Inflammatory Bowel Disease*
Imunohistochemie - ,,Immunohistochemistry*

Interleukin

Kilo Dalton

Onkogen -, kirsten ras oncogen,,

Matrix metaloproteinaza - ,,Matrix Metalloproteinases*

Mediatorova ribonukleova kyselina - ,,Messenger Ribonucleic Acid*

Matrix metaloproteinaza membranového typu -

Metalloproteinase
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,Membrane-type Matrix



o)

PAP
PBS
pro-MMP

RASI-1
RECK
TGF
TIMP
TMA
TNF
Tp53

Negativni pacient

Celkové preziti - ,,Overall Survival*

Pozitivni pacienti

Kratké raménko chromozomu

Komplex peroxidaza-anti-peroxidaza

Fosfatovy pufr - ,,phosphate buffered saline*

Neaktivni matrix metaloproteinaza

Dlouh¢ raménko chromozému

»Rheumatoid Arthritis Synovium Inflamed - 1
,Reversion-inducing Cysteine-rich Protein with Kazal Motifs*
Transformujici rastovy faktor - ,, Transforming Growth Factor*
Tkanovy inhibitor metaloproteinazy - ,,Tissue Inhibitor of Metalloproteinase*
Tkanova mikroarray - ,,Tissue Microarray*

Tumor nekrotizujici faktor - ,,Tumor Necrosis Factore

Tumor-supresorovy gen p53 - ,,Tumor-suppressor Gene p 53
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