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Souhrn:

Karcinom plic je celosvétové nejrozsifengjSim typem nadorového onemocnéni, proto se
neustale hledaji nové potencialni markery pro jeho pfesnégjsi diagnostiku. Detekce minimalni
rezidualni choroby (MRD) pomoci Real-time reverzné transkriptazové PCR je stale
povaZzovana za ,zlaty standard“ v klinickych vySetfovacich metodach. MRD rozumime
pfitomnost izolovanych nadorovych bunék v téle pacienta, u néhoz byl odstranén primarni
tumor, a ktery nejevi zndmky systémového onemocnéni. Cilem této studie bylo zjistit vztah
miry exprese marker( LunX a c-met k celkovému pfeziti pacientd s NSCLC a navrhnout,
optimalizovat a ovéfit vhodnost nového markeru PTPRJ pro detekci MRD u plic pomoci
Real-time PCR. Zaznamenali jsme statisticky vyznamnou zavislost mezi mirou exprese
c-met v krvi z plicni Zily a klinickym stadiem a postizenim lymfatickych uzlin. Déale jsme
prokazali signifikantné kratSi dobu pfFeziti pacientd s expresi c-met v krvi a kostni dfeni.
V pfipadé markeru LunX nebyla prokazéna statisticky vyznamna zavislost celkového preziti
pacientd na mife jeho exprese. Déle jsme navrhli a zoptimalizovali real-time RT-PCR
pro marker PTPRJ. Otestovali jsme jeho expresi ve vzorcich krve a kostni dfené zdravych
darcu a stanovili cut-off hodnoty v krvi a kostni dfeni. VySetfili jsme expresi PTPRJ ve
vzorcich tumord rdzného histogenetického pavodu a u nékolika vzorkd krve pacientd
s karcinomem plic. Zjistili jsme, Ze PTPRJ neni vhodnym markerem pro detekci MRD ve

vzorcich krve a kostni dfené u pacientd s NSCLC.



Summary:

Lung cancer is the most frequently occurring cancer disease in the world therefore constantly
looking for new potential biomarkers for the accurate diagnosis. Detection of minimal residual
disease (MRD) by real-time reverse transcriptase PCR is still considered the ,gold standard”
in clinical diagnostic method. MRD means the presence of isolated tumour cells in the body
of patient, who underwent curative surgery and is without any signs of cancer systemic
spreading. The aim of this study was to determine the relationship of the level of LunX and
c-met markers expression and the overall survival of pacients with NSCLC and to design,
optimize and verify the suitability of new marker PTPRJ for the detection of MRD in lungs by
Real-time PCR. We have noted a statistically significant relationship between the level
of c-met expression in the pulmonary blood and the clinical stage and the lymph node
involvement. Furthermore, we have demonstrated a significantly shorter survival of patients
with c-met expression in the blood and bone marrow. In the case of marker LunX it has not
been established statistically significant correlation of overall survival of patients with the
level of LunX expression. In addition, we have designed and optimized the Real-time RT-
PCR for marker PTPRJ. We have tested its expression in blood and bone marrow of healthy
donors and set the cut-off values in the blood and bone marrow. We have investigated the
expression of PTPRJ in tumor samples of different histogenetic origins and in several blood
samples of patients with lung cancer. We have found that PTPRJ is not suitable marker

for MRD detection in samples of the blood and bone marrow of patients with NSCLC.
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| Cile prace

V rdmci navazani na bakalarskou praci pokraCovat ve vySetfovani minimalini rezidualni
choroby u pacientd s karcinomem plic metodou kvantitativni RT-PCR s vyuzitim markeru
LUNX a c-met. Na zakladé literarni reSerSe se zaméfenim na signalni drahu VEGF zvolit
dalSi potencialni marker pro detekci MRD u téchto pacienta.

Navrhnout specifické primery a TagMan sondu pro stanoveni exprese zvoleného
markeru s vyuzitim patficnych databazi a softward (Pubmed, OMIM, Blast, IDTDNA,
Primer3, aj.). Naucit se zaklady optimalizace PCR a gelové elektroforézy, prace s Agilent
2100 Bioanalyzer a zoptimalizovat real-time PCR reakci.

Pfipravit standardy pro absolutni kvantifikaci exprese zvoleného markeru a stanovit jeho
expresi ve vybranych vzorcich lidskych karcinomu a kontrolnich vzorcich krve a kostni diené
zdravych darcu.

Stanovit expresi vybraného markeru u souboru pacientd s karcinomem plic.

Odhadnout moznosti pouZiti sledovanych markert pro detekci MRD u karcinomu plic,

stanovit prognostickou hodnotu MRD u téchto pacientu.



Il Uvod

Rakovina je hlavni pfi€inou umrti v hospodaisky vyspélych zemich a druhou nejCastéjsi
pri¢inou umrti v zemich rozvojovych (World Health Organisation, 2008), kde se vyskyt
rakoviny zvySuje v dlsledku starnuti a rastu populace, stejné jako narustajiciho prejimani
.Zzapadniho“ Zivotniho stylu spojeného s koufenim, nedostateénym pohybem a zpiusobem
stravovani (Ferlay et al., 2010).
pfiblizné 1,6 milionu novych pfipadd, coz reprezentuje 12,7 % vSech nové zaznamenanych
karcinomu. Karcinom plic je zaroven nejcastéji se vyskytujicim novotvarem u muzd. U Zen je
to karcinom prsu (globocan.iarc.fr; Jemal et al., 2011).

Incidence zhoubnych nadort kaZzdym rokem nar(sta i na izemi Ceské republiky. V roce
2010 bylo do Néarodniho onkologického registru CR nahlaSeno priblizné o 4 % vice
zhoubnych nédord nez vroce pfedchozim. NejCastéji diagnostikovanym onkologickym
onemocnénim na tzemi CR je ,jiny zhoubny novotvar kaze* (dg. C44). Pod tuto diagndzu
histologicky spadaji pfedevsim bazaliomy a spinocelularni karcinomy. Celosvétové
nejrozSirenéjsi karcinom plic je u nas, co se Cetnosti vyskytu tyk4, na tfetim misté, hned
za kolorektalnim karcinomem, ktery je jednou z nejéastéjSich onkologickych diagnéz v CR
jak u muzq, tak u Zen. U muzu zaujima prvni misto karcinom prostaty, u Zzen poté karcinom
prsu (Www.uzis.cz).

V poslednim desetileti doSlo k vyraznému sniZzeni mortality pacienta, kterym byl
diagnostikovan zhoubny nador. Zatimco vletech 1975 aZz 1977 dosahoval pocet
prezivajicich pacientd jen 49 %, mezi lety 2002 az 2008 to bylo jiz 68 %. ZlepSeni odrazi
predevSim pokrok v diagnostice nékterych druhl rakoviny v ¢asném stadiu a zkvalitnéni
léEby (www.cancer.org).

V€asna a presna diagnostika je prvnim krokem pro kvalitni cilenou 1éCbu. Ve své
bakalafské praci jsem se zaméfila na studium detekce minimélni rezidualni choroby
(MRD = Minimal Residual Disease) za pomoci dvou diagnostickych markert c-met a LunX,
které jsme testovali metodou reverzné transkriptdzové polymerazové fetézové reakce
vredlném case (Real-time RT-PCR) navzorcich souboru pacientd s nemalobunéénym
karcinomem plic (Non-Small Cell Lung Cancer, NSCLC). Oba markery se na zakladé naSi
studie jevily jako potencialni prognostické faktory. Vzhledem k uplynulému ¢asu bylo mozné
rozSifit soubor zkoumanych pacientl a zaroven vyhodnotit vliv exprese téchto gend na jejich
preziti.

Hlavnim cilem této prace je dale najit novy potencialni prognosticky marker, ktery by

u pacientd s NSCLC zkvalitnil diagnostiku minimalni rezidualni choroby ze vzork( krve.



Pro hledani vhodného kandidata jsme se zaméfili na signalni drahu VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) a angiogeneze.

Angiogeneze je soubor procesu, které umoZzfuji tvorbu novych krevnich cév zcév
jiz existujicich. Porucha regulace angiogeneze vede k celé Ffadé onemocnéni jako je
diabeticka retinopatie, revmatoidni artritida, ale také vyvoj solidnich tumor( (Robinson et al.,
2001). Zasadni vliv na regulaci angiogenze ma vaskularni endotelialni faktor (VEGF), ktery
zpUsobuje permeabilizaci krevnich cév a hraje Ustfedni roli pfi vaskulogenezi (Roberts et al.,
1995). Samotny VEGF je regulovan celou fadou dalSich faktord (Hicklin et al., 2005).
Mezi né patfi oxidativni stres, rustové faktory, cytokiny nebo hypoxie, ke které dochazi
pfi nekontrolovatelném rdastu nadorG. Burky uvnitf tumoru nejsou dostate¢né zasobeny
kyslikem, a tudiZz aktivuji regulacni kaskadu vedouci k aktivaci HIF (Hypoxia-Inducible
Factor), vyplaveni VEGF a nasledné tvorbé novych mikrokapilar, které postupné prorustaji
naddorem a zasobuji jej okysli¢enou krvi (Folkman, 1971; Folkman, 2000; Vaupel, 2004;
Ushio-Fukai et al., 2008,).

Endotelialni bunky exprimuji vaskularni endotelialni cadherin, jenz muze asociovat
s komplexem tvofenym fosfatazou PTPRJ (jinak také znamé& jako DEP-1 &i CD148). Bylo
prokazano, 7e PTPRJ C¢éasteCné reguluje vaskularnim endotelidlnim cadherinem
zprostfedkovanou inhibici fosforylace tyrosinu VEGF receptoru 2, coz déle vede ke snizeni
kindzové aktivity a proliferace bunék, ale zaroven k aktivaci Akt a k pfezivani bunék
(Lampugnani et al., 2003; Chabot et al., 2008).

Na zakladé vySe uvedenych regulacnich schopnosti, jsme se rozhodli vyzkouSet, zda-li je

PTPRJ vhodnym markerem pro diagnostiku minimalni rezidualni choroby u karcinomu plic.



[l Teoreticka cast

1 Karcinom plic a jeho diagnostika

Incidence zhoubnych nadort na Gzemi Ceské republiky kazdym rokem nardsta. V roce
2010 bylo do Narodniho onkologického registru CR nahlaSeno pfiblizné o 4 % vice
zhoubnych nador nez v roce pfedchozim. Karcinom plic je u nas, co se ¢etnosti vyskytu
tyka, na tfetim mist®, hned za kolorektalnim karcinomem, karcinomem prsu u Zen

a karcinomem prostaty u muzd (www.uzis.cz).
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Obr. &. 1: Incidence nejéast&ji se vyskytujicich zhoubnych nadord v Ceské republice za rok

2012 (upraveno dle: globocan.iarc.fr)

1.1 Karcinom plic

Zhoubné nadory plic patfi k nej¢astéji se vyskytujicim nadordm v lidském organismu.
VétSinou se jedna o karcinomy, které vychazi ze sliznice bronchd, tedy o bronchogenni
karcinomy (Macak a Macakova, 2004). Podle biologického chovani rozliSujeme dva typy
bronchogenniho karcinomu, malobuné&ény karcinom (Small Cell Lung Carcinoma, SCLC)
a nemalobunécny karcinom (Non-Small Cell Lung Carcinoma, NSCLC) (Klener et al., 2006).

1.2 Diagnostika

Diagnostika je zaloZena na bioptickém, resp. cytologickém vySetfeni. Vzorek potfebny

pro vySetfeni se pfi centralni lokalizaci nadoru ziskdva za pouZiti bronchofibroskopie
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(kartdCova biopsie) a ruznych pfidavnych metod (bronchialni vyplach nebo lavaz,
transbronchiélni punkce lymfatickych uzlin). Soucasti kazdého vySetfeni je CT (Computed
Tomography), HRCT (High Resolution Computed Tomography) a PET (Positron Emission
Tomography), pfipadné PET-CT (Positron Emission Tomography — Computed Tomography),
provadi se také rentgenové vySetfeni hrudniku (Klener et al., 2006).

PFi laboratornim vySetfeni stanovujeme nadorové markery — karcinoembryonalni antigen
(Carcinoembryonic Antigen, CEA), tkanovy polypeptidovy antigen (Tissue Polypeptide
Antigen, TPA), antigen skvamdznich nadorovych bunék (Squamous Cell Carcinoma Antigen,
SCC), neuron specificka enolaza (Neuron Specific Enolase, NSE) aj., které se vyuzZivaji
k monitorovani 1éCby a zjisténi eventualni recidivy nadoru. K €asné detekci se zdaji byt
alfa (Transforming Growth Factor Alpha, TGFa) nebo insulinu podobny rlstovy faktor 1
(Insulin-like Growth Factor 1, IGF 1). Nékteré markery (chromogranin A, epidermalni rastovy
faktor) a cytogenetické zmény slouzi k diferenciaci malobunécného a nemalobunééného
karcinomu (Klener et al.,, 2006). Za pomoci molekularnich nadorovych markerd muzeme

ur€ovat tzv. minimalni rezidualni chorobu (Minimal Residual Disease, MRD).

1.2.1 Minimalni rezidualni choroba (MRD)

Minimalni reziduélni choroba byla objevena pfed nékolika desitkami let, kdy se poprvé
zacalo s lé¢bou leukémie. Chemoterapie byla tehdy podavana kratSi dobu neZ dnes, pouze
nékolik tydna, takZze efektivné znicila nejvice abnormélni nadorové bunky. Pacienti, ktefi
uz nejevili znamky onemocnéni, byli z 1é€by propusténi. Nicméné u pacientd, jimz zdstalo
malé mnoZstvi naddorovych bunék, doslo béhem nékolika tydni od propusténi k relapsu
onemocnéni, i presto Ze pfi zkoumani vzorkd pod mikroskopem se krevni buriky zdaly byt
normalni. Az s nastupem genetickych testl bylo zjiSténo, Ze leukemické buriky nalezené
u recidivujicich pacientd pochéazeji ze stejnych rakovinnych bunék, které se jako prvni
objevily na za¢atku onemocnéni. Takto vznikl nazev minimalni reziduélni choroba, ktery
poukazuje, Ze tento stav je zplsoben minimalnim podétem zbyvajicich, nebo zbytkovych
(rezidualnich) nadorovych bunék v téle (www.minimalresidualdisease.com).

V soudasné dobé& dochazi k detekci MRD také u solidnich narodd. Casné Sifeni
nadorovych bunék do lymfatickych uzlin, kostni dfené (Hosch et al., 2001) a jinych organt
predstavuje vyznamny krok pfi vzniku metastaz (Ignatiadis and Reinholz, 2011). Podle
Pantel etal.,, 1999, je metastaticky relaps u pacientd se solidnimi nadory zplsoben
systémovym pfedoperacnim, nebo peroperacnim Sifenim nadorovych bunék.

Cirkulujici naddorové bunky (Circulating Tumour Cells, CTCs) jsou detekovany v krvi,

kostni dfeni Ci lymfatickém systému pacienta, u néhoz byla provedena resekce primarniho
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tumoru, a ktery je bez znamek klinického onemocnéni. Tyto izolované nadorové buriky
muUZeme povazovat za prekurzory mikrometastaz. Jejich koncentrace je vSak hluboko
pod detekénim limitem standardnich vySetfovacich metod jako jsou imunohistochemie nebo
prutokovéa cytometrie (Lacroix, 2006; Paterlini-Brechot et al., 2007; Pantel et al., 2008).

Pfitomnost jednotlivych nadorovych bunék v kostni dfeni a periferni krvi maze byt
detekovana pomoci imunologickych & molekularnich metod a je povaZovana za Klinicky
vyznamny prognosticky faktor. Charakteristika téchto bunék umoznuje zlepSit hodnoceni
rizika, vybér a monitorovani lé¢by a muze mit vliv na vyvoj novych terapeutickych latek
(Pantel et al., 1999; Ignatiadis and Reinholz, 2011).

1.2.2 Detekce cirkulujicich nddorovych bun  ék (CTCs)

Vyvoj v oblasti molekularni biologie, hlavné rozvoj polymerazové fetézové reakce (PCR),
umoznil citlivou detekci CTCs v periferni krvi (Smith et al., 1991; Johnson et al.,, 1995).
Mezi v souCasnosti bézné vyuzivanymi metodami vykazuje nejvy3si diagnostickou senzitivitu
pro detekci jednotlivych nadorovych bunék v riznych vzorcich tkani a télnich tekutin
reverzné transkriptazova polymerazova fetézova reakce (Reverse Transcriptase Polymerase
Chain Reaction, RT-PCR) (Krlger et al., 1996), zvlasté pak kvantitativni RT-PCR v realném
Case (Quantitative Real-Time RT-PCR), ktera je pomérné jednoducha a rychla (Bieche et al.,
1998).

Dale vSak dochéazi také ke zdokonalovani metod pfimé detekce nadorovych bunék.
Mezi né patfi CTC-chip, CellSearch system a nejnovéjsi CellCollector od firmy GILUPI.

CTC-chip je vysoce citliva technologie, pomoci které Ize z krve izolovat viabilni nddorové
buriky. Jedna se o silikonovy C&ip velikosti mikroskopického sklicka, na némz je
na tzv. microposts nanesena protilatka proti adhezni molekule epitelidlnich bunék (Epithelial
Cell Adhesion Molecule, EpCAM). Krev je tlacena povrchem €ipu, CTCs interaguji s EpCAM,
ajsou tak z krve vychytavany. Burky lze poté detekovat pouZzitim znaCenych protilatek,
napf. proti cytokeratindm, izolovat a dale s nimi pracovat (Hansen et al., 2003; Went et al.,
2004; Sequist et al., 2009). Druhou generaci CTC-chipu je tzv. HB-chip (Herringbone-Chip),
ktery poskytuje vétsi prostor pro interakce mezi CTCs a protilatkou, a tedy efektivnéjsi zachyt
nadorovych bunék (Stott et al., 2010).

Poloautomatizovanou detekci CTCs epitelialniho pudvodu v krvi umozriuje CellSearch
system firmy Veridex. Tento komeréni test vyuziva k izolaci nadorovych bunék magnetické
nanocastice potazené EpCAM protilatkou, bufky jsou poté selektovany pomoci smési
protilatek proti cytokeratinim 8, 18 a 19 znacenych phycoerythrinem, pomoci protilatek
proti CD45 znacenych allophycocyaninem a pomoci DAPI pro znaceni jader bunék. Burky

jsou dle jejich signalu softwarem automaticky spocitany a je vyhodnocen jejich pocet v 1 ml
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krve. Nevyhodou tohoto systému je vSak nemoZznost CTCs izolovat a déle s nimi pracovat
(Van der Auwera et al., 2010; www.cellsearchctc.com).

In vivo detekci CTCs umoznuje GILUPI CellCollector. Princip metody je zaloZen
na 16 cm dlouhém dratu z chirurgické nerezové oceli o priméru 0,5 mm zakonéeném
zaoblenym hrotem a 2 cm dlouhou vrstvou Cistého zlata (nosi¢ trojrozmérné polymerni
funkéni vrstvy). Funk&nost celého systému umozZiuje vrstva specifickych protilatek
proti antigenim na povrchu bunék, napf. anti-EpCAM protilatky. Hrot je Iékafem zaveden
do Zily pacienta pfes bé&Zzné pouZzivany katetr a ponechan v cévé po dobu 30 minut. BEhem
této doby pfijde CellCollector do kontaktu s velkym mnoZstvim z celkového objemu
pacientovy krve. Tato metoda zvySuje Sanci na izolaci CTCs i pfi jejich nizké koncentraci,
nebot ve srovnani s bé&znymi in vitro metodami pfijde do kontaktu svyznamné vétSim
mnozstvim krve, nez které byva pacientim bézné odebirano. Nadorové burky se vazi
na anti-EpCAM kovalentné navazany na povrchu kapilary a funkcionalizovany povrch
kapilary zabranuje nespecifické vazbé jinych krevnich sloZek. Takto izolované buriky mohou
byt nasledné analyzovany za pouZiti jinych molekularnich metod napf. imunohistochemie

(Saucedo-Zeni et al., 2012; www.gilupi.com).
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2  Detekce minimalni rezidualni choroby pomoci Real-
time PCR

Pomoci Real-time RT-PCR Ize stanovit rozdil v genové expresi mezi nadorovymi
a nenadorovymi burfikami. Nadorové buriky exprimuji jiné geny ze své vybavy, coZ se projevi
zménou mnozZstvi a spektra exprimované mRNA (Bieche et al., 1998; Bustin, 2000).
Vyhodou tohoto pfistupu je nizka stabilita RNA po uvolnéni z bufky a tudiZz detekce Zivych
bunék (Jung et al.,, 1998; Ballestrero et al., 2005). Ve srovnani s imunocytochemii je
Real-time RT-PCR 10x aZz 100x citlivéjsi, jsme tak schopni detekovat aZz jednu nadorovou
buriku mezi deseti miliony burfikami nenadorovymi (Gerhard et al., 1994; Pantel et al., 1999;
Paterlini-Brechot et al., 2007).

Vysoka senzitivita metody s sebou nese problém ilegitimni transkripce, tedy detekci
znaku epitelialnich bunék v kompartmentech mesenchymalniho puvodu u zdravych jedincu
(Srovnal et al., 2005).

DalSim problémem je, Ze se pfi vySetfenich mohou objevit nékteré nadorové specifické
genové exprese hned u nékolika rozdilnych nadoru, napfiklad prostaticky specificky antigen
nebo melanomovy antigen mohou byt detekovany u pacientl s karcinomem prostaty,
s melanomem, ale také s karcinomem prsu (Shingyoji et al., 2003). Proto se stale hledaji

nejvhodné&jsi markery pro dany typ karcinomu.

2.1 Markery pouzivané pro detekci cirkulujicich nad  orovych bun ék
u nemalobun ééného karcinomu plic

Pro detekci CTCs u pacientd s nemalobunénym karcinomem plic se pouzivaji markery
jako napfiklad prepro-gastrin-uvolfujici  peptid (Prepro-Gastrin-Releasing Peptide,
preproGRP), cytokeratin 19 (CK19) a karcinoembryondlni antigen (CEA). Nicméné vétSina
z nich vykazuje faleSnou pozitivitu ve vzorcich periferni krve zdravych darcu (Li et al., 2005)
nebo pacientu s jinym typem epitelialniho karcinomu (Cheng et al., 2008).

CEA je jednim z nejvice pouzivanych klinickych nadorovych marker(, nebot ma pomérné
stabilni molekulu, omezenou expresi v normalni tkani a zaroven zvySenou expresi u nadoru
a je uzitecny jako nadorovy marker séra pro kolorektalni a nékteré dalSi druhy karcinomu
(Nap et al., 1988). Stanoveni hladiny CEA ze séra slouZi jako nadorovy marker pfi dohledu
na stav pacienta po chirurgickém odstranéni karcinomu tlustého stfeva, kde je jeho zvySena
hladina indikatorem recidivy onemocnéni (Graham et al., 1998). Ge etal. (2006)

uprednostriuji marker CEA pro detekci CTCs u pacientd s NSCLC, nebot dle jejich studie
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probiha uvolfiovani bunék s expresi CEA do cirkulace pfedevSim po operaci, na rozdil
od bunék exprimujicich CK19, které se Sifi jiZ béhem operace.

Pro detekci CTCs u NSCLC pacientd muze byt také pouzit novy marker BJ-TSA-9 (Li et
al., 2005). Samotny BJ-TSA-9 vSak neni dostatecné citlivy pro detekci nadorovych bunék
v periferni krvi, citlivost vyrazné zvySuje jeho pouZziti v kombinaci napf. s antigenem
skvamoznich nadorovych bunék (Squamous Cell Carcinoma Antigen, SCCA) (Li et al., 2005;
Cheng et al., 2008).

Obecné je vhodné vétSinu marker( pouzit v kombinaci s jinymi, abychom dosanhli
potfebné citlivosti a specificity. Pro diagnostiku plicnich nador a posouzeni jejich klinického
stadia se jevi jako velmi vhodna napfiklad kombinace receptoru pro epidermalni rdastovy
faktor (Epidermal Growth Factor Receptor, EGFR) s lidskou reverzni telomerasou (Human
Telomerase Reverse Transcriptase, hTERT) (Miura et al., 2006).

DalSimi markery pro detekci nemalobunééného karcinomu plic jsou plicni specificky X
protein (Lung Specific X Protein, LunX) a receptor pro rustovy faktor hepatocyttl (Hepatocyte

Growth Factor Receptor, HGFR, c-Met).

2.1.1 Plicni specificky X protein (LunX)

LunX je specificky gen o velikosti 206 bp, jehoZ exprese probih& vyhradné v plicni tkéni,
proto je vhodny jako citlivy marker pro detekci plicnich nadort (Iwao et al., 2001; Mitas et al.,
2003).

Pomoci semikvantitativni RT-PCR bylo prokdzano, Ze exprese LunX je vySSi v nadorové
tk&ni v porovnani s normalni plicni tkani (lwao et al., 2001) a zaroven nebyla detekovana
v periferni krvi pacientd s jinymi epitelialnimi karcinomy ani u pacientd se z&palem plic
(Cheng et al., 2008).

Pozitivni detekce LunX mRNA v periferni krvi neni ovlivnéna pohlavim, vékem ani typem
nadoru pacientti. Nicméné existuje vztah mezi stadiem nadoru a mirou exprese. Cim vy3si je
exprese LunX mRNA, tim pokrocilejSi je stadium nemoci. LunX je zaroven vysoce citlivy
biomarker pro diferencialni diagnostiku NSCLC z plicniho vypotku. Jako jediny marker
dokaze uspokojivé odlisit plicni vypotek pochéazejici z maligniho plicniho nadoru od plicniho
vypotku u pacientt s benignim onemocnénim plic jako je tuberkul6zni zanét pohrudnice
(Cheng et al., 2008).

Zhang et al. (2014) prokazali, Zze exprese mMRNA CK19, EGFR a LunX v periferni krvi je
vyznamnou klinickou hodnotou pro diagnostiku mikrometastaz a prognézu karcinomu plic.

Vysokou citlivost tohoto markeru prokézali Iwao et al. (2001), ktefi detekovali LunX
mRNA uZ pii koncentraci 10* pg nadorové RNA v 1 pg normalni RNA pochéazejici

Z lymfatickych uzlin.
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2.1.2 Protoonkogenni protein c-met

Protoonkogen c-met je lokalizovdn na chromozomu 7 a poprvé byl izolovan za pouziti
transfekéni assaye NIH3T3 v roce 1984 (Blair et al., 1982; Cooper et al., 1984).

c-met je novym cilem pfi diagnostice a 1é¢bé nadoru plic. Bylo zjiSténo, Ze k jeho expresi
dochézi u NSCLC. Exprese c-met je stejna v nadorovych tkanich i v cirkulujicich burnkéch,
ale zaroven neni ovlivnéna pohlavim, vékem ani histologickym typem néadoru.
Pro diagnostiku je duleZité, Ze mira exprese c-met zavisi na stadiu nadoru. Pacienti, u nichz
bylo prokdzano zvySené mnozstvi c-met mRNA v periferni krvi, maji zvySené riziko recidivy
onemocnéni (Cheng et al., 2005; Sheu et al., 2006).

Samotny c-met neni jako diagnosticky marker pro NSCLC dostate¢né citlivy, Sheu et al.
(2006) vsak prokazali, Zze v kombinaci s CEA a CK19 se citlivost detekce cirkulujicich
nadorovych bunék v periferni krvi vyrazné zvysila.

c-met se stava také atraktivnim cilem pro lécbu. Bylo studovano nékolik odliSnych
pfistupl k zablokovani ¢innosti c-met, napf. protilatky proti c-met/HGFR (Burgess et al.,
2006; Kim et al., 2006; Martens et al., 2006) nebo inhibitory kinaz (Sattler et al., 2003).
VétSina z téchto intervenénich strategii prokazala protinadorovou aktivitu. (Bellon et al.,
2007). Protoonkogen c-met kdduje receptor s vysokou afinitou pro rastovy faktor hepatocytd,
proto kombinace inhibitoru c-met s latkami blokujicimi tyrosinkindzovou aktivitu EGFR
(napt. gefitinib) hraji dilezitou roli v protinddorové |é¢bé (Stabile et al., 2010; Liska et al.,
2011).
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3  Angiogeneze

Cévni systém obratlovcl se sklada z vysoce organizované vétvici se sité tepen, kapilar
a Zil, které pronikaji prakticky do viech télnich tkani, ¢imz umozniuji efektivni vyménu kysliku,
Zivin a odstranovani odpadnich latek. Krev, ktera je nositelkou kysliku, oxidu uhli¢itého
a produktl metabolismu, je c&erpana ze srdce, prostfednictvim tepenného systému,
do kapilarniho fecisté tkani, kde dochazi kvyménam. Nasledné je sméfovana
prostfednictvim Zilniho systému zpét do srdce (Folkman, 1995; Ferrara and Alitalo, 1999;
Carmeliet and Jain, 2000).

V embryu se cévy tvofi pomoci dvou odliSnych procesu, vaskulogeneze a angiogeneze.
Vaskulogeneze zahrnuje de novo diferenciaci endotelialnich bunék z mezodermalnich
prekurzord, zatimco u angiogeneze jsou nové cévy tvofeny z pre-existujicich cév (Risau,
1997).

Vaskulogeneze probiha pouze v pribéhu embryonalniho vyvoje a vede k vytvorfeni
primarniho cévniho svazku. Pozdé&ji jsou tyto téméF stejnomérné velké endotelialni kanalky
pretvoreny do zralého systému skladajiciho se ze stromové hierarchie malych a velkych cév.
Nové kapilary se poté tvofi angiogenezi a to bud pucenim, nebo rozdélenim (intususcepci)
z cév puvodnich. U dospélych je angiogeneze nezbytna pro Zensky reprodukéni cyklus
a pro opravy, remodelaci a regeneraci tkani napf. pfi hojeni ran (Folkman, 1995).

Cévni systém je ovlivnén fadou patologickych stavl véetné aterosklerézy a rakoviny
(Folkman, 1995).

Rakovina ma schopnost Sifit se do sousednich i vzdalené&jSich organt. Nadorové buriky
mohou pronikat do krve &i lymfatickych cév, cirkulovat pfes intravaskularni proud a nakonec
se mnozit na jiném misté: metastazovat. Pro metastatické Sifeni nadorové tkané je dalezita
tvorba nové sité krevnich a lymfatickych cév angiogenezi alymfangiogenezi. Ty maiji
zasadni Ulohu pfi dodavani Zivin, kysliku a imunitnich bunék, ale také pfi odstranovani
odpadnich produkt (Folkman, 1971).

Pfedpoklada se, Ze v nadorovych bunkach dochazi ktzv. ,pfepinani angiogeneze*
(,angiogenic switch“). Angiogeneze je ,vypnutd“ v pfipadé, Ze ucinek pro-angiogennich
a anti-angiogennich molekul je vrovnovaze. Pokud se rovnovaha vychyli ve prospéch
pro-angiogennich molekul, dochazi k jejimu ,zapnuti“ (Bouck et al., 1996; Hanahan and
Weinberg, 2000). Byly objeveny rizné signaly fungujici jako pfepinace. Mezi né patfi
metabolicky stres (napf. nizky pO,, nizké pH nebo hypoglykémie), mechanicky stres (napr.
tlak generovany proliferujicimi bufikami), imunitni/zanétliva odpovéd (napf. imunitni/zanétlivé

buriky, které pronikly do tkéané) a genetické mutace (napf. aktivace onkogenl nebo delece
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tumor-supresorovych gena kontrolujicich produkci regulatori angiogeneze) (Carmeliet,
1999a; Kerbel, 2000).

Nadorové cévy se vyvijeji puCenim, &i intususcepci zjiz existujicich cév. K nadorové
angiogenezi mohou také pfispivat cirkulujici endotelialni prekurzory mobilizované ze stény
cév, nebo z kostni dfené (Asahara, 2000; Rafii, 2000).

Nové vzniklé kapilary se u vétSiny solidnich tumord 1iSi od morfologie cév v normalni
tkani. Vlasecnice solidnich tumord vykazuji celou fadu strukturnich a funk&nich abnormalit.
Casto byvaji zvétSené, zkroucené, protahlé a vakovité. Dochazi k vyznamnému
arterioven6znimu zkratu a preruseni perfuze doprovazené chaotickou cévni organizaci, ktera
postrada jakoukoliv regulaci odpovidajici metabolickym narokdm a funkénimu stavu tkané.
BéZzné je také nadmérné vétveni Casto doprovazené slepym zakoncenim cév. NeUplna
nebo chybéjici vnitfni endotelialni vrstva cév a naruSeni zékladni stavby membrany méa
za nasledek zvySenou vaskularni permeabilitu s extravazaci krevni plazmy a cervenych
krvinek Sificich se do intersticidlni kapaliny a vyrazné zvySujicich hydrostaticky tlak
v intersticiu nadoru. U solidnich nadoru je zvySeny visk6zni odpor pfi prutoku zpusobeny
predevSim hemokoncentraci. Aberantni cévni morfologie a sniZzeni hustoty cév mohou vést

k nedostatecnému prokrveni (Vaupel, 2004).

3.1 Hypoxie

U vétSiny solidnich nadord mdZeme nalézt nestejnomérné rozloZzené hypoxické
a/nebo anoxické oblasti. Tyto oblasti vznikaji v dusledku nerovnovahy mezi nabidkou
a spotfebou kysliku. V normalnich tkanich nebo organech pfivod kysliku odpovida
metabolickym poZadavkim. U lokélné pokrocilych solidnich nadord mize rychlost spotfeby
kysliku neoplastickymi (nebo stromalnimi) bufikami prevazit jeho nedostatecny pfivod a veést
k rozvaoji tkanovych oblasti s velmi nizkou Grovni O, (Vaupel, 2004).

Hlavni patogenické mechanismy podilejici se na vzniku hypoxie u solidnich nador( jsou:
(1) zavazné strukturaini a funkéni abnormality nadorovych vidsecnic (perfuzi omezené
dodavky kysliku), (2) zhor3eni difuze (diftzi omezené dodavky kysliku) a (3) s nadorem
asociované a/nebo terapii indukované anémie vedouci ke sniZzeni O, pfepravni kapacity krve
(anemicka hypoxie). Existuje mnozstvi dikazl pro existenci znaéné heterogenity okysliceni
tkani, pfedevsim v pfipadé prvnich dvou mechanism( (Vaupel, 2004).

Hlavnim G&inkem hypoxie je indukce transkripéniho faktoru indukovatelného hypoxii
tzv. HIF-1a, ktery aktivuje celou fadu drah dulezitych pro progresi nadoru jako napriklad
angiogenezi, glykolyzu a proliferaci (Carmeliet, 1998).

Semenza et al. identifikoval transkripéni faktor HIF-1 v roce 1992. HIF-1 je heterodimer
skladajici se ze dvou podjednotek: HIF-1a (120 kDa protein) a HIF-1p (91-94 kDa protein,
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jinak také nazyvany aryl-uhlovodikovy jaderny receptorovy translokator (Aryl-Hydrcorabon-
Nuclear Receptor Translocaror; ARNT1)), které jsou stabilizovany hypoxii.

Zvyseni intracelularnino obsahu HIF-1 nastava bezprostfedné po zaznamenani hypoxie.
HIF-1B je pfitomen konstitutivné a jeho hladina se obvykle po hypoxické stimulaci neméni.
Naopak hladina HIF-1a je za pfitomnosti kysliku udrZzovana na nizké urovni, nebot se vaze
na nadorovy supresor von Hippel Lindau protein (pVHL), ktery je sou€asti multiproteinového
komplexu E3 ubiquitin ligazy, a je dopravovan do proteasomu, kde dochazi k jeho degradaci.
(Huang et al., 1996; Salceda and Caro, 1997; Huang et al., 1998).

Degradace HIF-1la je Fizena kyslik-dependentni degradacni (Oxygen-Dependent
Degradation, ODD) doménou, ktera umozniuje signalu zavislému na kysliku zplGsobovat
degradaci proteinu (Huang et al., 1998). Hypoxie inhibuje hydroxylaci prolylovych rezidui 402
a 564 v oblasti kyslik-dependentni degrada¢ni domény, ¢imz zamezi vazbé pVHL. Podobné
zvySuje transkripéni aktivitu HIF-1 také na hypoxii zavisla inhibice hydroxylace
asparaginovych rezidui s C-terminalni aktivacni doménou (Ivan et al., 2001; Masson et al.,
2001; Lando et al., 2002).

Ruastové faktory, cytokiny a onkogeny stimulujici p42/p44 u s mitogenem asociované
protein kinazové drahy (Mitogen-Associated Protein Kinase, MAPK) a/nebo fosfatidylinositol-
3-kindzové drahy (Phosphatidylinositol-3-Kinase, PI-3-K) mohou zvySovat HIF-1a aktivitu
bud fosforylaci, nebo zvySenim exprese HIF-1la nezavisle na kysliku. Vyznam téchto
signalnich drah se lisi u raznych bunécénych linii (Alvarez-Tejado et al., 2002; Arsham et al.,
2002).

Podle studie Carmeliet et al. z roku 1998 Ize urcit, zda je, ¢i neni HIF-1a fosforylovan
na zakladé toho, jestli hraje roli pfi podpofe nebo kontrole preziti nadorovych bunék.
Defosforylovany HIF-1a stabilizuje p53 a indukuje apoptozu. Zatimco fosforylovany HIF-1a
putuje do jadra, kde se vaze na HIF-1B, ¢imz vytvari transkripéni faktor HIF-1, zpusobujici
expresi genu podporujicich bunéény rist. HIF-1 se vaze do konzervativni sekvence
(5"-CGTG-3") znamé jako element hypoxické odezvy (Hypoxic Response Element, HRE)
v promotorové oblasti cilového genu. Jako prvni byl identifikovan erytropoetin, ale nasledné
byla objevena cela fada dalSich cilovych genl (Semenza et al., 1992). Tyto cilové geny jsou
zapojeny v mnozstvi procesu podporujicich bunécéné preziti a proliferaci. Mezi né patfi
angiogeneze, vasodilatace krevnich cév a erytropoéza, glukézovy metabolizmus,
metabolizmus aminokyselin a nukleotidd, regulace pH intracelularniho prostoru aindukce

rstovych faktort (Semenza, 2003).
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Obr. €. 2: Aktivita HIF za hypoxickych a normoxickych podminek. Pfi normoxii hydroxylace
na dvou prolinovych reziduich podporuje spojeni HIF-la s pVHL a zni¢eni HIF-1a
prostfednictvim ubikvitin/proteazomové drahy, zatimco hydroxylace asparaginovych rezidui
blokuje asociaci s koaktivatory. Pfi hypoxii jsou tyto procesy potlaceny, coZz umoznuje HIF-a
podjednotkam (jak HIF-1a tak HIF-2a) uniknout proteolyze, dimerizovat s HIF-18, spojit se
s koaktivatory a aktivovat transkripci specifickych genu prostfednictvim HRE. N = asparagin,

P = prolin, OH = hydroxylova skupina, Ub = ubikvitin (upraveno dle Ratcliffe, 2007)
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Giatromanolaki et al. (2001) ve své studii uvadi, Ze HIF-1a je u nemalobuné&ného
karcinomu plic spojen s expresi vaskularniho endotelialniho rdstového faktoru (Vascular
Endothelial Growth Factor, VEGF), z krevnich desti¢ek odvozeného endotelidlniho ristového
faktoru (Plateled-Derived Endothelial Cell Growth Factor, PD-ECGF) a bazického rustového
faktoru fibroblastl (Basic Fibroblastic Growth Factor, bFGF).

3.2 Angiogenni r ustové faktory

V okamziku, kdy dojde k maligni transformaci, rlistu nadoru a nasledné k hypoxii, za¢inaji
nadorové bunky exprimovat celou fadu molekul podporujicich angiogenezi. Mezi né patfi
hlavné vaskularni endotelialni rlstovy faktor, desti¢kovy rustovy faktor, zakladni ristovy
faktor fibroblastl a interleukin-8 (Singhal et al., 2005).

NejvyznamnéjSim angiogennim rdstovym faktorem je vaskularni endotelidlni faktor
(VEGF), jehoZ exprese je stimulovana tkafovou hypoxii podobné jako celad Ffada dalSich
ristovych faktord a cytokind. VEGF se védZze na své receptory VEGFR-1 a VEGFR-2
(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 1/2) a zpusobuje proliferaci a migraci
endotelialnich bunék. Déle také zvySuje propustnost cév a muze byt zapojen do koagulaéni,
fibrolytické a apoptotické drahy (Cox et al., 2000).

Desti¢kovy rustovy faktor (Plateled-Derived Growth Factor, PDGF) je vylu€ovan krevnimi
destickami, zvySuje syntézu DNA, migraci endotelidlnich bunék, rdst nadori a podporuje
angiogenezi (Cox et al., 2000).

Bazicky rlstovy faktor fibroblastt (Basic Fibroblastic Growth Factor, bFGF) je uvolfiovan
proteolytickymi enzymy z extracelularni matrix, coZ nésledné vede ke zvySeni exprese
dalSich proteolytickych molekul. ZvySuje rast nador( a pusobi jako proangiogenni faktor (Cox
et al., 2000)

Poslednim vyznamnym angiogennim rlstovym faktorem je interleukin-8 (IL-8). Podle
Yuan et al. (2000) IL-8 silné asociuje s progresi nadoru, nadorovou angiogenezi, prezitim

a dobou relapsu u nemalobunééného karcinomu plic.

3.3 Inhibitory angiogeneze

Nadory mohou také aktivovat angiogenni inhibitory jako jsou angiostatin a endostatin,
které kontroluji rast potlacenim proliferace endotelialnich bunék a angiogeneze a nepfimo

zvySenim apoptézy v nddorovych burikach (Volm et al., 2000).
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4  Signalni draha VEGF

Jak jiz bylo feCeno vySe, pfi maligni transformaci a rustu nadorli, dochazi
k nedostate¢nému okysliCeni nadorovych bunék, tedy k hypoxii (Vaupel, 2004; Singhal el al.,
2005). B&éhem hypoxie se stabilizuje protein HIF-1a, putuje do jadra, kde se spoji s HIF-1
a vytvori spolu transkripéni faktor HIF-1. Nasledné dochazi k expresi angiogennich rustovych
faktorl (Carmeliet et al., 1998).

NejdulezitéjSi drahou pro regulaci angiogeneze je signalni draha vaskularniho
endotelialniho faktoru (VEGF) a jeho receptord VEGFR-1 a VEGFR-2 (Cox et al., 2000).

Jiz vroce 1983 popsal Senger et al. faktor vyluGovany buné&Cnymi liniemi
hepatocelularniho karcinomu, ktery zvySoval extravazaci barviva do kize morcat. | kdyz byl
dale charakterizovan v roce 1986 (Senger et al., 1986), jeho aminokyselinova sekvence byla
popsana az v roce 1990 (Senger et al., 1990).

V listopadu 1989 Connolly et al. také identifikoval peptid sekretovany buné&cnou linii
hepatocelularniho karcinomu a prokdzal, Zze tento peptid stimuluje angiogenezi a je
specifickym potencialnim mitogenem pro endotelidlni bufky. V prosinci téhoz roku byla

popsana kompletni sekvence komplementérni DNA kédujici VEGF (Leung et al., 1989).

4.1 VEGF rodina

VEGF rodina se sklada z Sesti ¢lenu: VEGF-A (nékdy oznacovan pouze jako VEGF),
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E a placentalniho rastového faktoru (Placental Growth
Factor, PIGF) (Brattstrom et al., 2002). mRNA kodujici VEGF je z pGvodnich osmi exon0
alternativné sestfihana do Sesti izoforem, které se u Clovéka liSi v rozmezi 121 az 206
aminokyselin. Jsou to izoformy VEGF121, VEGF145, VEGF165, VEGF183, VEGF189
a VEGF206 (Lei et al., 1998).

VEGF-A je zodpovédny pfedevSim za angiogenezi a zvySeni propustnosti cév, proto je
také nékdy znamy jako faktor vaskularni permeability (Vascular Permeability Factor, VPF)
(Senger et al., 1986). Kromé& zmény propustnosti cév vede také k vazodilataci zvySenim
syntézy oxidu dusnatého v endotelidlnich burikdch (Horowitz et al., 1997). Déle stimuluje
migraci endotelidlnich bunék do perivaskularniho prostoru zvySenim aktivity RhoA (van
Nieuw Amerongen et al., 2003) a potlacuje apoptézu prostiednictvim aktivace MAPK/ERK
drdhy (Gupta et al., 1999). VEGF-C, podle Takizawa et al., 2006, podporuje metastazy
do lymfatickych uzlin.

Funkce VEGF-B a VEGF-D jeSté nebyla s ur€itosti zjiSténa, ale predpoklada se,
Ze VEGF-B ma podobny ucinek jako VEGF-A a VEGF-D jako VEGF-C, nebot se vazi
do stejnych receptort (Olofsson et al., 1998; Maekawa et al., 2007; Oral et al., 2007).
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4.2 VEGF receptory

Pro dalSi Sifeni signalu je nutné, aby se jednotlivé typy VEGF navazaly na pfislusné
receptory. VEGF se vaZzi do dvou tyrosin kindzovych receptort (Receptor Tyrosin Kinases,
RTKSs), VEGFR-1 a VEGFR-2. Oba maji ve své extracelularni doméné sedm imunoglobulinu-
podobnych domén, jednu transmembranovou oblast a tyrosin kinazovou sekvenci
prerusenou vioZzenou kindzovou doménou (Ferarra et al., 2003). VEGFR-3 je ¢lenem stejné
rodiny RTKs, ale neni receptorem proVEGF, misto né vdze VEGF-C aVEGF-D
(Karkkainen et al., 2002). Jednotlivé receptory jsou exprimovany s rudznou intenzitou
v riznych tkanich nebo bunkach a zaroven se liSi svymi in vivo biologickymi funkcemi
(Shibuya, 2001).

VEGFR-1 (jinak také flt-1; Fms-Like-Tyrosine Kinase-1) byl identifikovan v roce 1992 jako
prvni receptor vazici VEGF (de Vries et al., 1992). Je exprimovan pfevazné endotelilnimi
bunkami, ale mGzeme jej nalézt také u monocytu, kde zprostfedkovava migraci (Clauss
et al.,, 1996). Stejné jako exprese VEGF je i exprese VEGFR-1 zvySovana hypoxii, tedy
mechanismem zavislym na HIF-1 (Gerber et al., 1997). Kromé& VEGF se na tento receptor
specificky vazi také VEGF-B a PIGF (Park et al., 1994; Olofsson et al., 1998). VEGF
stimuluje prostfednictvim VEGFR-1 migraci lidskych pupeénikovych cévnich endotelialnich
bunék (Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVECSs) tak, Ze reguluje reorganizaci
aktinu, ktera je nezbytna pro pohyblivost bunék. Na tomto jevu se podili také VEGFR-2. Ten
generuje zfetelny signdl, na zakladé kterého dochazi kregulaci bunéiné adheze
prostfednictvim nashromazdéni vinkulinu (membranovy cytoskeletalni protein) v adheznim
plaku (Focal Adhesion Plague) a fosforylaci tyrosinu adhezni kindzy (Focal Adhesion Kinase,
FAK) a paxilinu (signélni transdukéni adaptérovy protein umozriujici fokalni adhezi) (Kanno
et al., 2000). Aktivace VEGFR-1 neni spojena s proliferaci bunék, pravé naopak
pfi angiogenezi ma stabilizacni roli, nebot’ plsobi jako antagonista VEGFR-2 (Rahimi et al.,
2000). OvSem v pfipadé, Ze dojde k abnormalné vysoké expresi VEGFR-1 specifického
ligandu, funguje prostfednictvim své tyrosin kinazy jako pozitivni regulator (Hiratsuka et al.,
2001)

VEGFR-2, jinak také znamy jako KDR (Kinase Insert Domain-Containing Receptor) nebo
flk-1 (Fetal Liver Kinase 1), je exprimovan endotelialnimi bufikami a jeho aktivace hraje
pozitivni roli v regulaci angiogeneze, nebot podporuje proliferaci endotelialnich bunék
(Rahimi et al., 2000). VEGFR-2 vaZze VEGF svysokou afinitou a iniciuje ligandem
zprostiedkovanou autofosforylaci receptoru. Dale bylo pfi pokusech provadénych
na oocytech drapatky vodni (Xenopus laevis) zjisténo, Ze po injek&nim vpraveni VEGFR-2
MRNA do oocytu a nésledné stimulaci VEGF, dochazi k rychlému vyplaveni vapenatého

kationtu. K jeho uvolfiovani dochazi také v cévnich endotelialnich burikdch nadoru, kde
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zvySuje permeabilitu cév a vede k aktivaci dalSich regulacnich kaskad. Pomoci in situ
hybridizace bylo prokdzéano, Ze u mySich embryi je exprese VEGFR-2 omezena na cévni
endotel a stroma pupecni Sndry, tudiz i zde hraje roli ve vyvoji cév aregulaci jejich
propustnosti (Brock et al., 1991; Quinn et al., 1993). Takahashi et al. (1995) zjistil,
Ze u karcinomu tlustého stfeva exprese VEGF a VEGFR-2 koreluje se stddiem onemocnéni,
metastdzami a poctem nové vzniklych cév. Bylo také prokazano, ze VEGFR-2 podporuje
prostfednictvim aktivace drahy PI-3-kindzy a Akt prezivani endotelidlnich bunék (Gerber
et al., 1998).

VEGFR-3, jinak také znamy jako Flt-4 (Fms-Like-Tyrosine Kinase-4), je stejné jako
predchozi dva receptory exprimovan endotelialnimi bunikami, pfevazné pak v lymfatickém
systému. S vysokou afinitou se nané& vazi vaskularni endotelialni faktory VEGF-C
a VEGF-D (Joukov et al., 1996; Karkkainen et al., 2002). Imunohistologické studie
na vzorcich pacientd s NSCLC ukazaly, ze VEGFR-3 je exprimovan hlavné v nadorovych
bunikach, ale také v makrofazich, pneumocytech II. typu a v lymfatickych cévach, zatimco
jeho ligand VEGF-C pouze v nadorovych burfikdch a makrofazich (Takizawa et al., 2006).
U pacientd postizenych leukémii podporuje VEGF-C prostfednictvim sveho receptoru
VEGFR-3 prezivani a proliferaci leukemickych bunék (Dias et al., 2002). U solidnich tumoru
poté jejich exprese koreluje s metastatickym Sifenim nadorovych bunék do lymfatickych uzlin
a s dobou preZiti pacientd, tudiZz podporuje migraci a invazi nadorovych bunék (Juttner et al.,
2006; Su et al., 2006). Gunningham et al., ve své studii z roku 2000, uvadi, Ze v burikach
prsni tkdné existuji dvé izoformy VEGFR-3 receptoru, dlouha a kratka. V pfipadé karcinomu
prsu ale dochazi ke zna¢né redukci dlouhé izoformy, zvlasté pak u pacientd s metastaticky

postizenymi uzlinami.

4.3 Signalni draha VEGF aktivovana prost fednictvim VEGFR-2

VEGFR-2 je hlavnim receptorem pro pfevadéni VEGF signalu fidiciho angiogenezi
a mitogenezi endotelialnich bunék. Po dimerizaci a autofosforylaci receptoru je nékolik SH2
domén obsahuijicich signalni transduk&ni molekuly aktivovano bud pfimymi, jako napfiklad
PLC-gama (Phospholipase C - Gamma), VRAP (VEGF Receptor Associated Protein) a Sck
(Shc-like Protein), nebo nepfimymi mechanismy, jako Src a PI-3-K (Phosphatidylinositol-3-
Kinase). Aktivace PKC (Protein Kinase C) hraje kli€ovou roli ve VEGF-A mitogenni
signalizaci pfes Rafl-MEK-ERK drahu. Signal pro pfeZiti bunék je zprostfedkovan zejména
prostfednictvim PI-3-K fizené aktivace Akt/PKB (Protein Kinase B). Aktivace PI-3-K
ve vysledku vede kakumulaci PIP-3 (Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphate), ktery
nasledné Fidi fosforylaci Akt/PKB vazbou do jeho PH (Pleckstrin Homology) domény. DalSimi

cili této drahy jsou proapoptotické proteiny BAD (Bcl-2-associated Death Promotor), FKHR1
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(Forkhead Transcription Factor-1) a kaspéza-9, jejichz fosforylace inhibuje apoptézu. Navic
VEGF-A indukuje expresi antiapoptotickych proteind BCL-2 a XIAP (Xenopus Inhibitor of
Apoptosis Protein) patficiho do rodiny inhibitor( apoptozy IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein)
a survivinu ulidskych pupeénikovych cévnich endotelidlnich bunék (HUVECS),
coz naznaduje, Ze tyto proteiny hraji dulezitou roli v pfezivani endotelidlnich bunék.

PLC-gama katalyzuje hydrolyzu PIP-2 (Phosphatidylinositol-4,5-Bisfosfate), vznika IP-3
(Inositol Triphosphate) a DAG (Diacylglycerol), které stimuluji uvolnéni vapenatych kationtt
z vnitfniho prostoru a aktivuji PKC. VEGF-A stimulovana mobilizace vapenatych kationtu se
podili na kratkodobé produkci oxidu dusnatého a prostaglandinu (Ptg).

Fosforylace SHC podporuje tvorbu SHC-GRB2 (Growth Factor Receptor-Bound Protein-
2) SOS komplext a indukuje PKC zavislou a Ras nezavislou indukci Raf-1-MEK-ERK1/2
drahy v endotelidlnich bunikach a HUVECs bunkach. Negativni zpétnou vazbu pro mitogenni
ucinky VEGF poskytuje cPLA2 (Cytosolic Phospholipase A2) a aktivace a biosyntéza
prostaglandinu.

p38 draha dopravuje VEGF signal do mikrofilament indukujicich prestavby aktinového
cytoskeletu a regulaci migrace endotelialnich bunék modulaci aktivace MAPKAPK2/3 (MAP
Kinase Activated Protein Kinase-2/3) a fosforylaci polymerizacniho modulatoru F-aktinu,
HSP27 (Heat Shock Protein-27).

Aktivace FAK (Focal Adhesion Kinase) a paxilinu prostfednictvim navazani VEGF-A
na VEGFR-2 v HUVECs burikéach vede k naboru aktin ukotvujicich proteint (Actin-Anchoring
Proteins) jako jsou talin a vinkulin, na Ustfedni adhezni plak. Tyto proteiny jsou nezbytné
pro VEGF-A vyvolanou reorganizaci aktinu (Matsumoto et al., 2001,

www.sabiosciences.com).
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Obr. €. 3: Signalni draha VEGF vznikajici v endotelidlnich burikach po stimulaci VEGFR-2

receptoru ligandy VEGF-A, VEGF-C a VEGF-D (upraveno dle www.sabioscience.com).
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5 Protein tyrosin fosfatazovy receptor typu J (Prot ein

Tyrosine Phosphatase, Receptor Type J, PTPRJ)

Pro udrZeni spravnych signalizaCnich a kinetickych specifik RTKs (Receptor Tyrosin
Kinases), které urCuji koneény biologicky vysledek, je nutna tésna koordinace fosforylace
a defosforylace receptoru. Kontrola signalizace zavislé na tyrosin kindzach je castecné
zprostfedkovana pres protein tyrosin fosfatdzy (Protein Tyrosine Phosphatases, PTPSs).
Vyznam VEGFR-2 v angiogenezi je dobfe zndm, nicméné molekularni mechanismy jeho
regulace, zvlasté pak prostfednictvim PTPs, dosud je5té nebyly detailné prozkoumany
(Chabot et al., 2009).

PTPRJ (Protein Tyrosine Phosphatase, Receptor Type J), jinak taky znamy jako DEP-1
(Density-Enhanced Phosphatase 1), PTP-n (Protein Tyrosine Phosphatase n) nebo CD148
(Cluster of Differentiation 148), je protein tyrosin fosfatazovy receptor o velikosti 180 az 220
kDa, ktery je exprimovan nékolika typy bunék zahrnujicimi endotelialni, epitelialni
¢i hematopoetické burnky (Honda et al, 1994; Ostman et al., 1994; Borges et al., 1996; de la
Fuente-Garcia et al., 1998). Sklada se z extracelularni domény obsahujici osm motivd
fibronektinu typu Ill, transmembranové domény a jedné intracelularni katalytické domény
(Ostman et al., 1994).

5.1 Funkce PTPRJ v organismu, spojeni s nadory

Plavodné bylo zaznamenano, Ze hladina exprese PTPRJ se zvySuje v zavislosti
na hustoté bunék, coz naznacuje, Ze by mohl fungovat jako regulator pfi kontaktni inhibici
bunécéného ristu (Ostman et al., 1994). Bylo také prokazano, ze PTPRJ se podili na regulaci
diferenciace bunék, inhibuje bunéény rlst a proliferaci bunék, tudiz muaze hrat roli
nadorového supresoru. To podporuje i fakt, Ze exprese PTPRJ je u nékterych nador(
vyrazné redukovana (Keane et al., 1996; Trapasso et al., 2000).

Ruivenkamp et al. vroce 2002 objevili, Ze PTPRJ souvisi s lokusem Sccl, ktery je
spojovan s kolorektalnim karcinomem u mysi a Casto je deletovan nebo mutovan také
u lidskych nadord. Tento lokus byl poprvé identifikovan na zékladé jeho segregace
v souvislosti s citlivosti na rakovinu tlustého stfeva po kfizeni dvou kmend mysSi:
rezistentnich a citlivych k rakoviné (Moen et al., 1996). U karcinomu prsu, tlustého stfeva,
plic a stitné Zlazy byla nalezena ztrata heterozygotnosti bez pfitomnosti ziskanych mutaci
u zbyvajici alely. Haploinsuficience PTPRJ by tudiz mohla byt u ¢lovéka transformaénim

mechanismem. V zavislosti na téchto studiich byly identifikovany rdzné alelické varianty
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lidské PTPRJ, které mohly vést ke zménam PTPRJ proteina liSicich se v reziduich jejich
extracelularni domény (Ruivenkamp et al., 2002).

In vivo inaktivace katalytické aktivity DEP-1 naruSuje spravny vyvoj cév, coZ vede
ke zvySeni proliferace endotelialnich bunék a posSkozeni remodelace a vétveni cév
(Takahashi et al., 2003). Vzhledem k tomu, Ze VEGFR-2 je hlavnim podporovatelem vyvoje
cév, da se na zakladé téchto zjisténi predpokladat, Ze dochazi kjeho potencidlnim
interakcim s DEP-1. Tuto hypotézu podporuje i fakt, Ze DEP-1, stejné jako VEGFR-2, je
lokalizovan na bunéénych spojich endotelialnich bunék (Borges et al., 1996; Carmeliet et al.,
1999b). V souvislosti s touto kolokalizaci bylo prokdzano, Zze DEP-1 &asteCné reguluje
VE-kadherinem zprostfedkovanou kontaktni inhibici prostfednictvim defosforylace VEGFR-2
a inhibici aktivace extracelularni signal regulujici kinazy 1/2 (Extracelular Signal Regulated
Kinase 1/2, ERK1/2) (Lampugnani et al., 2003).

Navzdory témto dulezitym biologickym funkcim PTPRJ v endotelialnich burikach in vitro
iin vivo je malo znam funkéni a mechanicky princip, jakym PTPRJ reguluje fenotyp
endotelidlnich bunék. Rada studii na buné&énych kulturach ukéazala antagonistickou roli
PTPRJ v signalizaci ristovych faktort prostfednictvim pfimé defosforylace PDGFR, VEGFR
a HGFR (Hepatocyte Growth Factor Receptor) (Kovalenko et al., 2000; Lampugnani et al.,
2003; Palka et al., 2003). Fyziologicky vyznam téchto pozorovani podpofil Berset et al.
(2005) zjisténim, Ze delece homologu PTPRJ u Caenorhabditis elegans vede k hyperaktivaci
EGFR signalizace a sou¢asné k fenotypovym zménam na EGFR zavislého vyvoje vulvy.

Analyza bunécného cyklu prokazala, Ze PTPRJ zpUsobuje zvySeni hladiny inhibitoru
cyklin-dependentni kindzy p27"* snizenim rychlosti na proteazomu zavislé degradace

proteinu a tim podporuje zastaveni rastu v G1 fazi (Trapasso et al., 2000).

5.2 Regulace proliferace a p Fezivani bun ék prost fednictvim PTPRJ

Cilem PTPRJ jsou tyrosiny Y1054/Y1059 v aktivaéni smycce VEGFR-2 kinazy, které jsou
defosforylovany a tim dochazi k regulaci signalni drahy (Chabot et al., 2009). Delece PTPRJ
ve VEGF-stimulovanych konfluentnich endotelidlnich burikach zplsobuje zvySeni fosforylace
VEGFR-2 receptoru a tudiZz nasledné zvy3eni proliferace (Lampugnani et al., 2003).
Utlumeni PTPRJ vtéchto bunkadch vede ke zvySené fosforylaci vSech hlavnich
autofosforylaénich mist VEGFR-2, ale ma rlizny efekt na VEGF-indukovanou signalni drahu.
V souladu s kinetikou byla u PTPRJ deletovanych bunék pozorovana také upregulace
fosforylace PLC, eNOS, ERK1/2 a p38, ktera souvisi se zvySenim fosforylace VEGFR-2.
Prekvapivé ovSem je, Ze fosforylace Akt byla u bunék ochuzenych o PTPRJ trvale snizena.
A kromé toho byla sniZzena i fosforylace substratd Akt FOXO1/4, které jsou zapojeny

do regulace prezivani bunék (Blanes et al., 2009; Chabot et al., 2009).
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Akt je aktivovan prostfednictvim regulacni drahy zakoncené PI-3-K. Po navazani VEGF
na VEGFR-2 receptor, dochazi k aktivaci Src kinazy, jenZz nasledné fosforyluje Gabl
asociovany s PI-3-K (Dance et al., 2006; Laramée et al., 2007). Experimenty ukazaly,
Ze PTPRJ funguje nejen jako mediator VEGF-indukované fosforylace tyrosinu Gabl
a nasledné aktivace Akt v endotelidlnich burikidch, ale také pozitivné reguluje schopnost
Gab1l spojit se s komplexem VEGFR-2/VE-cadherin. VSechny tyto vysledky ukazuji, Ze se
PTPRJ prostfednictvim aktivace Akt drahy podili na podpofe VEGF a rustovymi faktory

zprostfedkovaného prezivani bunék (Chabot et al., 2009).

PTPRJ
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VE-cadherin

PRAR] EETIR R R R R RE R RN AR AR AR R VIR R AR R

"™~ Snizeni kinazové
“ aktivity/proliferace

7

\'\_ ‘.f

Preziti buniky

Obr. €. 4: Model regulace plsobeni VEGF pfes VEGFR-2 prostfednictvim PTPRJ. Exprese
PTPRJ zmirfiuje kinazovou aktivitiu VEGFR-2 a VEGF zprostfedkovanou proliferaci
endotelidlnich bunék, ale zaroven pozitivné pfispiva k naboru Gabl do komplexu
VEGFR-2/VE-cadherin, aktivaci Src a nasledné fosforylaci Gabl. To ma za nasledek indukci
asociace PI-3-K na Gabl, optimalni aktivaci Akt a tudiz prezivani bunék v reakci na VEGF
(upraveno dle Chabot et al., 2009).
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IV Experimentalni €ast
1  Metodika

1.1 VySetfeni miry exprese LunX a c-met a analyza celkového
preziti u souboru pacient G s karcinomem plic

K analyze celkového preziti pacientu vzhledem k expresi marker( c-met a LunX byla
¢aste¢né vyuzita data ziskana pfi zpracovani mé bakalafské prace. Soubor pacientu
zkoumany v rdmci bakalarské prace byl rozSifen a ziskané vysledky byly nasledné statisticky

vyhodnoceny.

1.1.1 Izolace RNA a reverzni transkripce

Stanoveni genové exprese metodou reverzné transkriptazové polymerazoveé fetézové
reakce (RT-PCR) je zaloZzeno na izolaci RNA z bunék pacienta, reverzni transkripci a PCR

analyze.

Material:

Izolace  RNA: TRI reagent (Molecular Research Center, Cincinnati, OH, USA),
isopropanol (Sigma-Aldrich, St, Louis, MO, USA), chloroform a ethanol (Serva
Electrophoresis, Heidelberd, DE), DEPC Treated Water (Ambion, Austin, TX, USA),
zkumavky Eppendorf 1,5 ml, 2 ml, epDualfilter T.I1.P.S. (Eppendorf, Hamburg, DE)

Reverzni  transkripce: Random primers, RNAsiIn ribonuclease inhibitor,

Deoxyribonucleotide triphosphates (vS8e Promega, Madison, WI, USA) (pozn.: pfipraveno
jako 10 mM dNTPs ze 100 mM dCTP, dGTP, dTTP, dATP; pfiprava: 4 x 0,1 ml jednotlivych
zasobnich nukleotidd doplnéno DEPC vodou do 1 ml), RevertAid H Minus M-MuLV Reverse
Transcriptase (Fermentas, Vilnius, LI), 0,2 ml Thermo-Tube (ABgene, Epsom, UK),
epDualfilter T.1.P.S. (Eppendorf, Hamburg, DE)

Pristroje:

Laminarni box (BioAir, EuroClone Group, Milano, IT), kombinovana chladni¢ka (Gorenje,
Velenje, Sl), vortex (Scientific Industries, Genie, NY, USA), minicentrifuga (Eppendorf,
Hamburg, DE), termocyklér PTC100 (MJR), chlazena centrifuga (Hermle Labortechnik,
Wehingen, DE), termoblok (Major Science, Saratoga, CA, USA), Nanodrop ND 1000
(Nanodrop, Wilmington, DE, USA), pipety (Eppendorf, Hamburg, DE).
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Postup prace:

Vzorky krve a kostni dfené o objemu 10 ml byly transportovany v EDTA a vzorky tkané
v RNA Later, ktery stabilizuje RNA a inhibuje RNazy. Nasledné byla provedena izolace RNA
z cca 11 miliond jadernych bunék krve nebo kostni dfené a z 20-40 mg tkané metodou dle
Chomczynského (Chomczynski et al., 1987) za pouziti komeréni chemikélie TRI reagent
(smés guanidinu thiokyanatu a fenolu). Koncentrace a Cdistota vyizolované RNA byla
zmérena pomaoci pfistroje NanoDrop.

Reverzni transkripce byla provedena z 3 ug vyizolované celkové RNA v reakénim
objemu 30 ul za pouziti random primerd a H minus M-MuLV reverzni transkriptazy. Vznikla

cDNA byla pouZita pro Real-time PCR.

1.1.2 Real-time PCR

Real-time PCR je enzymaticka reakce umoznéna specifickymi primery, fluorescenéné
znaCenou TagMan sondou a termostabilni DNA polymerazou s tzv. ,HotStartem*, pro jejiz
aktivaci je nutné 10 aZ 15 minutové zahfivani na 90-95 <C. Kvantifikace probiha na zaklad &

kalibra¢ni kfivky vytvorené pridanim standardd k reakci.

1.1.2.1 Primery a proby

Primery i préba jsou kratké oligonukleotidy (o délce cca 20 bp). Primery vymezuji
amplifikovany Usek DNA a préba umoznuje jeho detekci na zakladé fluorescencéniho signélu.
Jejich syntéza byla provedena firmou Generi Biotech, s.r.o. (Hradec Krélove, CZ) na zakladé
vlastniho navrhu. Teplota nasedani primer( byla orienta¢né vypocitana z nukleotidového
sloZeni a nasledné experimentalné ovéfena pfi optimalizaci amplifikacniho cyklu.

VSechny primery a préby jsou dodavany v lyofilizovaném stavu. Primery jsou Cistény
pomoci purifikaéni oligonukleotidové kazety (Oligonucleotide Purification Cartridge, OPC),
proby pomoci vysokolc€inné kapalinové chromatografie (High-Performance Liquid
Chromatography, HPLC).

Proba typu TagMan je znacena dualné za pomoci hexachlorofluoresceinu (HEX), ktery
je zhaSen quencherem BHQ1; na pfistroji se zvoli kanal JOE nebo pfimo excitaéni vinova

délka 530 nm a emisni vinova délka 556 nm.
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Plicni specificky X protein (LunX)

Pro ur€eni exprese LunX mRNA byl navrzen levy primer (forward; LunX-Fw) o délce 20
bp a pravy primer (reverse; LunX-Rev) také dlouhy 20 bp. Déle byla pouZita préba (LunX-P)
o délce 24 bp.

Tab. 1: Sekvence a velikost primerd a proby, velikost produktu pro LunX

Sekvence (5'- 3") Velikost (bp)
LunX-Fw gatggccaccgtctctatgt 20
LunX-Rev acagccagcctcaacagact 20
LunX-P ccatccctctcggcataaagctcc 24
Produkt LunX 93

Protoonkogenni protein c-met
Pro urCeni exprese c-met mRNA byl navrzen levy primer (c-met-Fw) o velikosti 20 bp

a pravy primer (c-met-Rev) také o délce 20 bp. Proba c-met-P ma velikost 26 bp.

Tab. 2: Sekvence a velikost primera a proby, velikost produktu pro c-met

Sekvence (5- 3") Velikost (bp)
c-met-Fw tggacaatgatggcaagaaa 20
c-met-Rev gatgattccctcggtcagaa 20
c-met-P tcactgtgctgtgaaatccttgaaca 26
Produkt c-met 99
1.1.2.2 Negativni kontrola, pozitivni kontrola, spe  cifické standardy

V kazdé PCR reakci jsme souCasné se vzorky vySetfovali také negativni a pozitivni
kontrolu a diluéni Fadu specifickych standarda.

Pro ucely negativni kontroly byl do reakce namisto vzorku pfidan 1 pyl DEPC Treated
Water.

Jako pozitivni kontrolu jsme pouZzili cDNA ziskanou ze vzorku tkané karcinomu plic ST
1615.

Pro absolutni kvantifikaci exprese LunX a c-met byly v praci pouzity diluéni fady
standard(i (30-10° kopii LunX, resp. c-met). Standardy byly tvofeny amplikony obsahujicimi
sekvenci LunX, resp. c-met vymezenou primery LunX Fw a LunX Rev, resp. c-met Fw
a c-met Rev. Kvantifikace byla poté provadéna pomoci standardizaéni kfivky téchto

standardd.
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1.1.2.3 Provedeni Real-time PCR

cDNA ziskana reverzni transkripci byla amplifikovdna pomoci Real-time PCR za pouZiti
nami navrzenych primerQ a préb. PCR byla provedena ze 100 ng cDNA v reakénim objemu
25 ul.

Material

Specifické primery a TagMan sondy (Generi-Biotech, Hradec Krélové, CZz),
deoxyribonukletotid trifosfaty (Promega, Madison, WI, USA), Thermo-Start DNA Polymerase,
MgCl,, reakéni pufr (ABgene, Epsom, UK), DEPC Treated Water (Ambion, Austin, TX, USA),
0,1 ml Tubes & Caps (Corbett-Research, Sydney, AU), epDualfilter T.I.P.S. (Eppendorf,

Hamburg, DE)

Pristroje

Sklenény PCR box, Biohazard box HERASAFE KS 18 (Thermo Scientific), kombinovana
chladni¢ka (Gorenje, Valenje, Sl), mrazak (Gorenje, Valenje, Sl), vortex (LabNet, NJ, USA),
minicentrifuga (Eppendorf, Hamburg, DE), real-time PCR termocyklér RotorGene 3000
(Corbett-Research, Sydney, AU)

Postup prace:

Nejprve byla pfipravena reakéni smés (viz Tab. €. 3 a 4) za pouZiti specifickych primerq,
TagMan proby, MgCl,, reakéniho pufru, dNTPs, Thermo-Start DNA polymerazy a DEPC
Treated Water. Smés byla rozpipetovana do mikrozkumavek a byl do ni pfidan bud 1pl
vzorku cDNA, nebo 1 pl standardu, pozitivni €i negativni kontroly. Nasledné byly vzorky
vloZzeny do termocykléru RotorGene, byla provedena automaticka kalibrace sniméani
fluorescence a spustén pfislusny program. Po ukon&eni teplotniho cyklovani byla provedena

analyza Real-time PCR reakce.

Tab. 3: SloZeni reakéni smési (MasterMixu) pro LunX Real-time PCR, reak¢ni objem 25 pl

Koncen trace na Finalni
Reagencie Objem Koncentrace reakci koncentrace
LunX-Fw 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
LunX-Rev 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
LunX-P 4 ul 1,25 uyM 5 pmol 200 nM
dNTPs 0,5 ul 10 mM 5 nmol 200 pM
Taq polymeraza 0,2 ul 5 U/ul 1U 0,04 U/l
Mg** 4l 25 mM 100 nmol 4 mM
Pufr 2,5 ul 10x 1x 1x
cDNA 1l 0,1ug cDNA/uI 100 ng 4 ng/ul
H,O 8,8 ul / / /
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Pribéh PCR reakce — cyklovani pro LUNX:

1. krok: aktivace polymerazy a denaturace cDNA
96 €/ 15 minut
2. krok: amplifikace — dvoukrokova — 50 cyklU

95 €/ 15 vtefin - 62 T/ 10 vtefin

snimani v kanalu JOE pfi 62 T

Tab. 4: SloZeni reakéni smési (MasterMixu) pro c-met Real-time PCR, reakcni objem 25 pl

Koncentra ce na Finalni
Reagencie Objem Koncentrace reakci koncentrace
c-met-Fw 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
c-met-Rev 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
c-met-P 4 ul 1,25 uyM 5 pmol 200 nM
dNTPs 0,5 ul 10 mM 5 nmol 200 pM
Taq polymeraza 0,2 ul 5 U/ul 1U 0,04 U/ul
Mg** 6 ul 25 mM 150 nmol 6 MM
Pufr 2,5 ul 10x 1x 1x
cDNA 1l 0,1ug cDNA/uI 100 ng 4 nglul
H,O 6,8 ul / / /
Prabéh PCR reakce — cyklovani pro c-met:
1. krok: aktivace polymerazy a denaturace cDNA
96 T/ 15 minut
2. krok: amplifikace — dvoukrokova — 50 cyklu

95 € /15 vtefin - 58 T/ 15 vtefin
snimani v kanalu JOE pfi 58 T

1.1.3 Pacienti

Do studie miry exprese markerd LunX a c-met bylo zafazeno 108 pacient operovanych
ve Fakultni nemocnici Olomouc pro plicni karcinom klinického stadia | - 11l. U vSech pacientu
byl histologicky prokdzan nemalobunéény karcinom plic, Zadny z pacientd nepodstoupil
neoadjuvantni terapii. Klinickd charakteristika pacientd je shrnuta vtabulce ¢&. 5.
Pro stanoveni exprese markerd LunX a c-met byly pacientiim pfi operaci odebrany vzorky
kostni dfenég, systémové krve, krve z plicni Zily a tumoru

VSichni vySetfovani podepsali formulaf informovaného souhlasu.

34



Tab. €. 5: Charakteristika celkového souboru pacientl zafazenych do studie miry exprese

markerd LunX a c-met

] Pohlavi PrﬁTriLr;); vek Grading Postizeni uzlin

(muziizeny) | (inmax) | 1 2 3 NO | N1+N2
eg | 57 39/18 67,0 (51;82) | 4 15 26 57 0
g % I 27 18/9 66,5 (54:79) | 0 12 5 22
X0 24 18/6 63,9 (29/75) | 0 12 0 24
Celkem 108 75/33 66,2 (29:82) | 4 30 50 62 46

Do studie celkového preziti pacientl v zavislosti na mife exprese markerd LunX a c-met
bylo zahrnuto celkem 82 pacientl sledovanych po dobu delSi nez 1 rok. Ze zkoumaného

souboru zemrelo 27 pacientt (32,9 %) a median celkového preZiti byl 19,8 mésice.

Tab. ¢. 6: Charakteristika souboru pacientll zafazenych do studie celkového preziti

] Pohlavi PrﬁTriLr;); vek Grading Postizeni uzlin

(muziizeny) | (inmax) | 1 2 3 NO | N1+N2
o |l 44 31/13 66,6 (51,82) | 4 11 18 44 0
;g;c%u I 21 14/7 66,2 (54;77) | 0 18
X 17 13/4 67,2(53/75) | 0 17
Celkem 82 58/24 66,6 (51;82) | 4 22 34 47 35

1.2 Optimalizace markeru PTPRJ

Na zakladé proteomické studie provedené na Ustavu molekularni a transla¢ni mediciny

v Olomouci byl pro optimalizaci zvolen marker PTPRJ.

Material

Specifické primery a TagMan sonda (Generi-Biotech, Hradec Kralové, C2),
deoxyribonukletotid trifosfaty (Promega, Madison, WI, USA), Thermo-Start DNA Polymerase,
MgCl,, reakéni pufr (ABgene, Epsom, UK), DEPC Treated Water (Ambion, Austin, TX, USA),
0,1 ml Tubes & Caps (Corbett-Research, Sydney, AU), epDualfilter T.I.P.S. (Eppendorf,
Hamburg, DE), Agilent DNA LabChip (Agilent, Kalifornie, USA), Agilent DNA 1000 kit

(Agilent, Kalifornie, USA)

Pristroje
Sklenény PCR box, Biohazard box HERASAFE KS 18 (Thermo Scientific), kombinovana
chladnic¢ka (Gorenje, Valenje, Sl), mrazdk (Gorenje, Valenje, Sl), vortex (LabNet. NJ, USA),
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minicentrifuga (Eppendorf, Hamburg, DE), real-time PCR termocyklér RotorGene (Corbett-
Research, Sydney, AU), Agilent Bionalyzer 2100 (Agilent, Kalifornie, USA), priming station
(Agilent, Kalifornie, USA), vortex pro Cipy (IKA, Staufen, DE)

1.2.1 Primery a préba

Nejprve byla v databazi NCBI (National Center for Biotechnology Information;
www.ncbi.nlm.nih.gov) vyhledana sekvence mRNA PTPRJ, podle niZ byly navrzeny primery
a préba za pouziti programu PRIMER 3 (frodo.wi.mit.edu). Pro navrh primer( a préby byly
nastaveny tyto parametry:

- Délka primeru: 18-25 bp

- Teplota tani (T): 57-63 T

- Procentualni zastoupeni GC bazi: 30-60%
- Délka produktu: 80-200 bp

Specifita ziskanych sekvenci k sekvenci zkoumaného genu byla ovéfena softwarem
BLAST (http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi). Pro ovéfeni, zda-li primery netvofi
vldsenkové struktury a vzajemné nehybridizuji, byl pouZzit software OligoAnalyzer
(http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/).

NavrZzené oligonukleotidy byly syntetizovany firmou Generi Biotech, s.r.o. (Hradec

Kralové, CZ) a PCR reakce byla nasledné experimentélné optimalizovana.

Tab. 7: Sekvence a velikost primerd a proby, velikost produktu pro PTPRJ

Sekvence (5- 3") Velikost (bp)
PTPRJ-Fw cattggaagccatgaggagt 20
PTPRJ-Rev ccggcttctctctgtattge 20
PTPRJ-P gacttcaggtcaatatctcggg 22
Produkt PTPRJ 175

Nejprve byla optimalizovana teplota a ¢as annealingu za pouZiti obecného rozpisu
reakéni smési. Byly testovany teploty 54, 56, 58, 60 a 62 C a Cas annealingu 15 a 10 s.
Pro PCR reakci byly pouZzity vzorky MRD 696 T 100x dil., ST 2050 5x dil., ST 1615 5x dil.,
MRD 726 T 5x dil. a MRD 846 T 10x dil., které jsou v laboratofi pouzivany jako pozitivni
kontroly. Po probéhnuti PCR reakce byly produkty elektroforeticky rozdéleny s vyuzitim DNA
Cipu a bioanalyzéru firmy Agilent.

Dle vyhodnoceni PCR kfivek a elektroforézy byl vybran jako pozitivni kontrola pro dalSi

pribéh optimalizace vzorek MRD 726 T 5x dil., zvolena teplota annealingu 60 € a ¢as 10 s.
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V daldim kroku byla optimalizovana koncentrace Mg?* iontd, kdy v prab&hu jedné PCR

reakce bylo testovano Sest koncentraci Mg”: 1mM, 2 mM, 3 mM, 4 mM, 5 mM a 6 mM.

Na zakladé PCR reakce a elektroforézy byla vybrana koncentrace 3 mM.

Tab. & 8: Vysledek optimalizace: sloZeni reakéni smési (MasterMixu) PTPRJ Real-time
PCR, reakéni objem 25 pl

Koncentrace na Finalni
Reagencie Objem Koncentrace reakci koncentrace
PTPRJ-Fw 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
PTPRJ-Rev 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
PTPRJ-P 4 pl 1,25 uM 5 pmol 200 nM
dNTPs 0,5 ul 10 mM 5 nmol 200 M
Taq polymeraza 0,2 ul 5 U/ul 1U 0,04 U/ul
Mg** 3ul 25 mM 75 nmol 3 mM
Pufr 2,5 ul 10x 1x 1x
cDNA 1l 0,1ug cDNA/uI 100 ng 4 nglul
H,O 9,8 ul / / /

Pribéh PCR reakce — cyklovani pro PTPRJ:

1. krok:

2. krok:

1.2.2 Standardy

aktivace polymerazy a denaturace cDNA
96 € /15 minut

amplifikace — dvoukrokova
95 € /15 vtefin - 60 T/ 10 vtefin

sniméani v kanalu JOE pfi 60 T

Pro vytvofeni standardd byly navrzeny (zplsob navrhovani viz. Kapitola 1.2.1 Primery

a préba) a syntetizovany nové primery tzv. PTPRJ out, jejichZ vysledny produkt zahrnoval

sekvenci vymezenou plvodnimi primery PTPRJ. Préba zlstala stejna.

Tab. €. 9: Sekvence a velikost primerQ a proby, velikost produktu pro PTPRJ out
Sekvence (5°- 3)
tgtgaggaaggctgctctct

PTPRJ-Fw out
PTPRJ-Rev out
PTPRJ-P

Produkt PTPRJ out

gagggactcatcatgcacag

gacttcaggtcaatatctcggg

Velikost (bp)
20

20

22

283

Nejprve byla opét optimalizovana teplota a ¢as annealingu (60 C, 30 s) a nasledné

koncentrace Mg®* (3 mM).
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Tab. €. 10: Vysledek optimalizace: sloZzeni reakéni smési (MasterMixu) PTPRJ out Real-time
PCR, reakéni objem 25 pl

Koncentrace na Finalni
Reagencie Objem Koncentrace reakci koncentrace
PTPRJ-Fw out 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
PTPRJ-Rev out 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
PTPRJ-P 4 pl 1,25 uyM 5 pmol 200 nM
dNTPs 0,5 ul 10 mM 5 nmol 200 pM
Taq polymeraza 0,2 ul 5 U/ul 1U 0,04 U/ul
Mg** 3ul 25 mM 75 nmol 3 mM
Pufr 2,5 ul 10x 1x 1x
cDNA 1l 0,1ug cDNA/uI 100 ng 4 nglul
H,O 9,8 ul / / /

Pribéh PCR reakce — cyklovani pro PTPRJ out:

1. krok: aktivace polymerazy a denaturace cDNA
96 € /15 minut
2. krok: amplifikace — dvoukrokova

95 €/ 15 vtefin - 60 T/ 30 vtefin

sniméani v kanalu JOE pfi 60 T

K amplifikaci standardd byla pouZita pozitivni kontrola MRD 726 T 5x dil. MasterMix byl
pFipraven bez proby a reakce byla provedena v tripletu. Cistota amplifikovanych produktd
byla ovéfena elektroforézou na Cipech Agilent. VSechny tfi vzorky byly nasledné smichany
a pomoci NanoDropu byla zméfena koncentrace DNA, na jejimZz zékladé bylo spocitano
fedéni standardu.

S nafedénymi standardy byla provedena PCR reakce podle rozpisu v Tab. €. 8 a byly
vybrany standardy vhodné pro vytvoreni kalibraéni kfivky real-time PCR.

Exprese PTPRJ byla poté vySetfena u souboru vzork( negativnich darcu krve a kostni
dfené a u souboru tumorl rizného histogenetického plvodu. Déle byla stanovena exprese

ve vybranych vzorcich pacientll s NSCLC.
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2  Vysledky

2.1 VySetfeni miry exprese LunX a c-met usouboru pacient
s karcinomem plic

Ve vzorcich systémové krve, krve z plicni zily a kostni dfené jsme u 108 pacient(
s karcinomem plic stanovili miru exprese markerd LunX a c-met (Tab. €. 5). Naméfené
hodnoty exprese testovanych markerd byly korelovany s klinicko-patologickymi
charakteristikami.

Exprese markeru c-met byla statisticky vyznamné zavisla na klinickém stadiu nadoru.
Nejvyssi rozdil v expresi byl zaznamenan pfedevSim mezi klinickym stadiem | a I, kdy
u stadia Il doSlo k vyznamnému zvySeni exprese c-met jak je patrné na Obr. €. 5.
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Obr. &. 5: Exprese markeru c-met v krvi z plicni Zily v zavislosti na klinickém stadiu nadoru
Dale jsme pozorovali statisticky vyznamné vySSi miru exprese c-met v krvi pacientt

s postizenim lymfatickych uzlin v porovnani s pacienty s histologicky negativnimi uzlinami
(Obr. €. 6).
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Obr. &. 6: Exprese markeru c-met v krvi z plicni v zavislosti na postizeni lymfatickych uzlin
Statisticky vyznamné vy3Si mira exprese c-met ve vzorcich systémové krve a krve
z plicni zily byla pozorovana u pacientl s postizenim lymfatickych uzlin oproti pacientdm

s histologicky negativnimi uzlinami, jak je patrné z Tab. &. 11.

Tab. €. 11: Pozitivita c-met v zavislosti na postiZzeni lymfatickych uzlin

Pozitivita c-met
v systémove krvi [% v krvi z plicni Zily [%
(pozitivni/celkem)] (pozitivni/celkem)]
postizeni NO 6,6 % (4/61) 10,7 % (6/56)
uzlin N1+ N2 20,5 % (9/44) 26,8 % (11/41)
celkem 12,3 % (13/105) 17,5 % (17/97)
p-value p<0,034 p<0,04

2.2 Celkové p reziti pacient G v zavislosti na expresi markeru c-met

Do analyzy celkového preziti (Overall Survival, OS) bylo z pavodniho souboru 108
pacientd operovanych ve Fakultni nemocnici v Olomouci pro nemalobunécény karcinom plic
zahrnuto 82 pacientt (Tab. . 6). Jednalo se o pacienty sledované po dobu delSi nezZ jeden
rok. 27 pacientd (32,9 %) z tohoto souboru zemfelo, pfi¢emz median celkového preziti byl
19,8 mésice.

Podle pfedem stanovenych cut-off hodnot pro expresi c-met v periferni krvi bylo 68
pacientll negativnich a 11 pacientd pozitivnich. Pacienti s pozitivitou c-met v periferni krvi

vykazovali signifikantné kratSi celkové preziti (median preziti negativnich pacientt byl 20,8
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meésice, pozitivnich 10,5 mésice; p<0,024). Pozitivni pacienti maji 4,39 krat vysSi riziko amrti
nez negativni (HR = 4,39; 95% CI (1,58; 12,22)) (Obr. &. 7).
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Obr. & 7: Graf celkového preziti pacientd v zavislosti na expresi c-met v periferni krvi

pacientu (o ukonceni, + sledovani pacienti)

Podle cut-off hodnot stanovenych pro expresi c-met v kostni dfeni bylo 71 pacientd
hodnoceno jako negativni a 8 jako pozitivni. Pacienti s pozitivitou c-met v kostni dfeni také
vykazovali signifikantné kratSi celkové preziti (median preziti negativnich pacientd byl 20,75
mésice, pozitivnich 7,03 mésice; p<0,008). Pozitivni pacienti maji 5,08 krat vyssi riziko amrti
nez negativni (HR = 5,08; 95% CI (1,79; 14,43)) (Obr. &. 8).
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Obr. &. 8: Graf celkového preZiti pacientl v zavislosti na expresi c-met ve vzorcich kostni

diené (o ukonceni, + sledovani pacienti)

Pomoci markeru c-met jsme identifikovali skupinu pacientl s kratSim celkovym prezitim,
coz dokazuje negativni prognosticky vyznam pfFitomnosti minimalni rezidualni choroby
u pacientl s karcinomem plic.

Ve studii jsme sledovali, mimo v této praci zminénych markerd c-met a LunX, také
expresi markerd CEA a EGFR. Pfi analyze celkového preZiti jsme kombinaci vySetfeni
exprese markert c-met a CEA v kostni dfeni pozorovali statisticky vyznamné kratSi celkové
pFeZiti u pacientl s pozivitou c-met a/nebo CEA (p<0,025; HR = 3,08; 95% CI (1,26; 7,5))
(Obr. €. 9).
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Obr. €. 9: Graf celkového preziti pacientd v zavislosti na expresi c-met a CEA ve vzorcich

kostni dfené (o ukonc&eni, + sledovani pacienti)
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Ackoliv se dle pilotnich vysledkd nasi studie jevil marker LunX jako vhodny pro detekci
MRD, aktualni vysledky toto nepotvrdily. Pfi statistickych analyzach s vyuZitim markeru LunX
jsme nezaznamenali Zzadné signifikantni vysledky, exprese LunX tudiz dle naSi studie nema

vliv na dobu pfeZiti pacientd s nemalobunécnym karcinomem plic.

2.3 Optimalizace markeru PTPRJ

2.3.1 Optimalizace primer G PTPRJ

Nejprve jsme optimalizovali teplotu a &as annealingu za pouZziti obecného rozpisu
reakéni smési. Podle nukleotidového sloZeni primer jsme testovali teploty 54, 56 a 58 C
doporuc¢ené vyrobcem a €as annealingu 15 a 10 s. Pro PCR reakci jsme pouZzili vzorky MRD
696 T 100x dil, ST 2050 5x dil, ST 1615 5x dil, MRD 726 T 5x dil a MRD 846 T 10x dil, které
jsou v laboratofi pouzivany jako pozitivni kontroly. Po probéhnuti PCR reakce jsme produkty
rozdélili pomoci elektroforézy na DNA Cipech firmy Agilent.

Pro PCR reakci jsme vybrali teplotu 58 € a ¢as annealingu 10 s, nebot za téchto
podminek vznikalo nejméné nespecifickych produktd (viz Obr. €. 11). Jako pozitivni kontrolu
pro dalSi prabéh optimalizace jsme vybrali vzorek MRD 726 T 5x dil., jenZ mél nejnizsi c;
hodnotu (c; = 26,8 cyklu). C; ostatnich vzorkd se pohybovaly kolem 29 cyklt a vzorek MRD
846 T 10x dil. doséhl hodnoty 30,9 cyklu (viz Obr. &. 10).
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Obr. €. 10: Grafické znazornéni real-time PCR s pozitivnimi kontrolami MRD 696 T 100x dil.
(ct = 29,1 cyklu; Cervena), ST 2050 5x dil. (c; = 28,7 cyklu; modrd), ST 1615 5x dil. (c; = 29,3
cyklu; zelend), MRD 726 T 5x dil. (¢, = 26,8 cyklu; Zlutd) a MRD 846 T 10x dil. (c; = 30,9

cyklu; €ernd), blank (Sedd)
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Obr. &. 11: Grafické znazornéni rozdéleni produktu real-time PCR (teplota annealingu 58 <C,
¢as 10 s, koncentrace Mg®* = 3 mM) pomoci elektroforézy na DNA &ipech firmy Agilent. PCR
produkt: velikost = 178 bp, ¢ = 16,43 ng/ul; nespecificky produkt: velikost = 78 bp, ¢ = 2,00
ng/ul; spodni marker: velikost = 15 bp, horni marker: velikost = 1500 bp

V daldim kroku jsme optimalizovali koncentrace Mg®* iont(, kdy v pribéhu jedné PCR
reakce bylo otestovano Sest koncentraci Mgz+: 1mM, 2 mM, 3mM, 4 mM, 5 mM a6 mM.
Na zakladé PCR reakce a elektroforézy jsme vybrali koncentraci 3 mM, kter4 ze vSech
zkoumanych koncentraci vykazovala nejvhodnéjSi hodnotu c; (viz Obr. & 12) a nejméné

nespecifickych produktd (viz Obr. €. 13).
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Obr. &. 12: Grafické znazornéni real-time PCR pro optimalizaci koncentrace Mg®: 1 mM
(ce = 37,1 cyklu; Cervend), 2 mM (c; = 27,3 cyklu; modrd), 3 mM (c; = 26,7 cyklu; zelend),
4 mM (c; = 26,3 cyklu; Zlutd), 5 mM (c, = 27,2 cyklu; ernd) a 6 mM (c; = 28,1 cyklu; Sedd)
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Obr. & 13: Grafické znézornéni rozdéleni produktl real-time PCR (koncentrace Mg?
= 3 mM) pomoci elektroforézy na DNA Cipech firmy Agilent. PCR produkt: velikost = 178 bp,
¢ = 26,94 ng/ul; nespecificky produkt: velikost = 79 bp, ¢ = 3,21 ng/ul; spodni marker: velikost
=15 bp, horni marker: velikost = 1500 bp

Pro ovéfeni jsme vyzkouSeli provést PCR reakci jeSté pfi 60 a 62 C s koncentracemi
Mg* 1 mM, 2 mM a 3 mM. Na zékladé toho jsme nakonec vybrali teplotu 60 T, nebot
pfi této teploté byl vysledny produkt stejné kvality jako pfi 58 C, nicmén & teplota kolem
60 C je pro real-time PCR vhodn &jSi, protoZze umoziuje vySSi specificnost navazani

primerd.
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Obr. ¢. 14: Grafické znazornéni real-time PCR pro teplotu annealingu 60 T a kon centraci

Mg?* 1 mM (c;, = 0 cyklu, &ervend), 2 mM (c; = 28,4 cyklu, modra), 3 mM (c; = 26,9 cyklu)
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Obr. &. 15: Grafické znazornéni rozdéleni produktd real-time PCR pfi teploté annealingu
60 T (koncentrace Mg % = 3 mM) pomoci elektroforézy na DNA &ipech firmy Agilent. PCR
produkt: velikost = 178 bp, ¢ = 27,66 ng/ul; 1. nespecificky produkt: velikost = 61 bp, ¢ = 2,22
ng/ul; 2. nespecificky produkt: velikost = 79 bp, ¢ = 2,44 ng/ul; spodni marker: velikost = 15
bp, horni marker: velikost = 1500 bp

2.3.2 Standardy

Pro pfipravu standardd jsme navrhli nové primery, tzv. outer primery, PTPRJ out, jejichz
vysledny produkt zahrnoval sekvenci vymezenou pavodnimi primery PTPRJ.

Nejprve jsme opét optimalizovali teplotu a ¢as annealingu, podle hodnoty c; (25,9 cyklu)
a mnozstvi nespecifickych produktt jsme vybrali teplotu 60 C a €as 30 s.

Néasledné jsme optimalizovali koncentraci Mg®*. Zvolili jsme koncentraci 3 mM, ktera sice
rozdéleni pomoci Cipu Agilent nebyl zjiStén Zadny nespecificky produkt (viz Obr. €. 17).
PFi pouZiti koncentrace Mg®* = 4 mM byla ¢, hodnota PCR reakce o néco nizsi (¢, = 25,9
cyklu), ale vedle specifického produktu PTPRJ obsahovala smés také kratky nespecificky

produkt.
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Obr. &. 16: Grafické znazornéni real-time PCR pro rizné koncentrace Mg®" pii optimalizaci
reakce pro pfipravu standardd. Koncentrace Mg®: 1 mM (c; = 30,9; &ervend), 2 mM
(ce = 27,2; modra), 3 mM (c; = 26,3; zelena), 4 mM (c, = 25,9; rGzova), 5 mM (c; = 30,3; Zluta),
6 mM (c;= 34,4; erna)
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Obr. €. 17: Grafické znazornéni rozdéleni produktl optimalizace real-time PCR (teplota
annealingu = 60 C, koncentrace Mg? = 3mM) pro vytvofeni standardii pomoci
elektroforézy na DNA Cipech firmy Agilent. PCR produkt: velikost = 284 bp, ¢ = 47,05 ng/ul;
spodni marker: velikost = 15 bp, horni marker: velikost = 1500 bp

K amplifikaci standardd jsme pouzili pozitivni kontrolu MRD 726 T 5x dil.. Reakci jsme
provedli v tripletu. Cistotu amplifikovanych produktd jsme ovéfili elektroforézou na ipech
Agilent. VSechny tfi vzorky jsme nasledné smichali a pomoci NanoDropu jsme zméfili
koncentraci DNA (c = 324,27 ng/pl). Z této koncentrace jsme spocitali pocet €astic v 1 pl
(n=1,3429-10") a Fedéni standard(, tak abychom méli 1-10" &astic v 500 ul. Z tohoto
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zasobniho roztoku standardd jsme postupnym Fedénim vytvofili diluéni fadu od n = 1:10"°
po n = 30.
S nafedénymi standardy jsme provedli PCR reakce podle rozpisu v Tab. €. 8 a vybrali 6

standardd vhodnych pro vytvoreni kalibraéni kfivky real-time PCR.
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Obr. €. 18: Grafické znazornéni real-time PCR s 6 vybranymi standardy o poc¢tech ¢astic 30
(Gervena), 1-10° (modrd), 1-:10° (tmavé zelend), 1-10* (oranZova), 1:10° (rGZzova), 1-10°

(svétle zelend), pozitivni kontrola MRD 726 T 5x dil. (Cernd), blank (Zlut&)

2.3.3 VySetieni miry exprese PTPRJ u souboru zdravych darc G krve

o

a kostni d fené, u souboru vzork G tumor G rdzného histogenetického
pavodu a u souboru pacient G s nemalobun éénym karcinomem plic

Mira exprese PTPRJ byla nasledné vySetfena u vzorkd systémové krve (n = 58 darcu)
a kostni dfené (n = 12 darcd) od pacientd s nenadorovym a nezanétlivym onemocnénim.
Na zakladé miry exprese PTPRJ v souboru zdravych darcd krve a kostni diené byly
stanoveny cut-off hodnoty (cut-off hodnota = prdmérna exprese + 2 smérodatné odchylky).

Mira exprese PTPRJ v krvi byla vyrazné vyssi, nez v kostni dfeni (viz Obr. &. 19).
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Obr. & 19: Grafické znazornéni stanoveni cut-off hodnot pro PTPRJ v krvi a kostni dfeni

(- primérna exprese, cut-off hodnota = primérné exprese + 2 SD)

Dale bylo pro stanoveni specificity markeru PTPRJ vySetfeno 70 vzorkd tumord rizného
histogenetického puvodu. ZObr. & 20 je zfejmé, Ze PTPRJ nevykazuje specificitu
pozorovana utumorl mozku, dale pak u karcinom( prsu, plic, pankreatu a kolorekta.

U sarkoml a karcinomu ovaria byla exprese v porovnani s ostatnimi nadory signifikantné

vySSi.
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Obr. &. 20: Grafické znazornéni miry exprese PTPRJ v tumorech rdzného histogenetického

puvodu
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Nakonec jsme provedli stanoveni exprese PTPRJ markeru u skupiny vzork( od pacientt
s nemalobunéénym karcinomem plic (n = 19 vzorku).

Z vySe uvedenych vysledku je patrné, Ze exprese PTPRJ ve vzorcich tumorl je vyrazné
nizsi nez jeho exprese ve vzorcich krve a kostni dfené zdravych darcu. Pfi vySetfeni skupiny
pacientd s NSCLC jsme nepozorovali statisticky vyznamny rozdil miry exprese v krvi a kostni
dfeni oproti skupiné zdravych darcu. Tato fakta zabranuji zavedeni PTPRJ do panelu
markeru k vySetfeni pfitomnosti CTCs. Dle naSi studie neni PTPRJ vhodnym markerem

k detekci MRD u karcinomu plic.
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V Diskuse

Minimalni rezidualni choroba byla nejprve zkoumana u hematoonkologickych malignit,
postupem Casu zacCala byt diagnostika MRD vyuZivana také u solidnich nadort, napf.
karcinomu kolorekta, prsu a pankreatu. Jak prokazali Braun et al. (2001) detekce minimalni
rezidualni choroby v kostni dfeni pacientek s karcinomem prsu muaze pfispét k presnéjSimu
odhadu prognézy nemocné. Podobné v roce 2010 Srovnal et al. zjistili statisticky vyznamnou
zavislost mezi mirou exprese EGFR v portalni krvi a klinickym stadiem karcinomu pankreatu.

V souCasné dobé existuje nékolik riznych metod pouzivanych pro diagnostiku MRD.
Mezi velmi popularni patfi moderni techniky pfimého zachytu nadorovych bunék z krve
pacienta za pouZiti protilatek proti povrchovym antigenim cirkulujicich nadorovych bunék,
napf. CellSearch System, prutokova cytometrie a In Vivo CellColector. V naSi laboratofi
pouzivame metodu nepfimé detekce pomoci real-time RT-PCR, ktera je jednou
za ,zlaty standard” ve vySetfeni pfitomnosti MRD a i kdyZ neni jejim prostfednictvim mozné
cirkulujici nadorové buriky izolovat a déle analyzovat, pfinasi dulezity pfispévek predevsim
ke klinickému vyznamu MRD. Aktualni tak stéle zustava hledani novych specifickych
markerd umoznujicich citlivou detekci a diagnostiku MRD.

V predloZzené studii jsme se zabyvali detekci MRD s vyuZzitim markerd LunX a c-met
a vztahu jejich exprese k celkovému preziti pacientd s nemalobuné&nym karcinomem plic.

Nejprve se jako vhodny potencialni marker pro diagnostiku MRD u NSCLC jevil LunX,
jehoZz exprese byla zavisla na klinickém stadiu nadoru a ktery byl vysoce specificky
exprimovan u plicniho karcinomu. Tyto poznatky také koresponduji se studii publikovanou
skupinou Cheng et al. v roce 2008. Po vyhodnoceni analyzy celkového preZiti pacientd vSak
nebyl zjiStén Zadny statisticky vyznamny vztah mezi mirou exprese LunX a pfezitim pacientd.
LunX tak neni dle nasi studie vhodnym diagnostickym markerem MRD u pacient(
s karcinomem plic.

Analyzy druhého testovaného markeru pfinesly slibnéjsi vysledky. Prokazali jsme
zavislost exprese c-met na stupni postizeni lymfatickych uzlin, kdy mira exprese c-met
u pacientl s metastatickym postizenim uzlin byla statisticky vyznamné vysSi, nez u pacient(
s histologicky negativnimi uzlinami.

Lo Muzio et al. (2006) prokazali, Ze mira exprese c-met u karcinomu hlavy a krku ma
negativni vliv na celkové preziti pacientl. V naSi studii jsme prokazali negativni vztah
exprese c-met k celkovému preZiti pacientd s NSCLC. Pacienti s pozitivitou c-met v krvi
a kostni dfeni vykazovali signifikantné kratSi celkové preZiti neZ pacienti negativni. c-met je
tak dle naSich vysledkd vhodnym markerem pro diagnostiku MRD u karcinomu plic za pouZiti

Real-time RT-PCR. Citlivost stanoveni pfitomnosti MRD muZe byt zvySena vyuZitim
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kombinace c-met s jinymi markery. Podobné jako ve studii Sheu et al. (2006) jsme pozorovali
vysSi citlivost detekce pfi vyuZziti kombinace marker c-met a CEA.

Ve druhé casti své diplomové prace jsem se zabyvala optimalizaci nového markeru
pro diagnostiku NSCLC. Na zakladé proteomické studie provedené na Ustavu molekularni
a transla¢ni mediciny byl jako zajimavy potenciélni diagnosticky marker zvolen PTPRJ. Také
nékteré dalSi studie svym tvrzenim podpofily moznost vyuZiti PTPRJ jako diagnostického
markeru. Napfiklad Ruivenkamp et al. (2002) ve své studii uvadi, Zze se PTPRJ podili
na vzniku karcinomu plic, prsu a kolorektalniho karcinomu a zaroven, Ze mySi ortholog
PTPRJ byl identifikovan jako kandidatni gen pro lokus zvy3ené citlivosti ke karcinomu
tlustého stfeva (Sccl) u mySi. Podle Chabot et al. (2009) PTPRJ ovliviuje fosforylaci
VEGFR-2, a tudiz rast a vyvoj cév, okysli¢eni nadoru, jeho zasobeni Zivinami a moznost
Sifeni nadorovych bunék krevnim fecistém do téla pacienta.

JelikoZz delece PTPRJ ve VEGF stimulovanych bunkach vede ke zvy3eni fosforylace
VEGFR-2 (Chabot et al.,, 2009) dalo se pfedpokladat, Zze v nadorovych burnkach dojde
ke snizeni exprese PTPRJ oproti bufikAm normalnim. Vyrazné sniZzeni exprese jsme v naSi
studii pozorovali ve vzorcich nadorové tkané u vSech typl testovanych karcinomu.
Ve vzorcich krve negativnich darcu a krve pacientd s karcinomem plic byla exprese PTPRJ
znac¢né vysoka, nebyl vSak pozorovan zadny statisticky vyznamny rozdil mezi témito
skupinami.

Vysok& exprese ve vzorcich krve je nejspiS zplUsobena pfitomnosti PTPRJ ve vSech
hematopoetickych bunkéach. Podle de la Fuente-Garcia et al. (1998) je PTPRJ s vysokou
intenzitou exprimovan u granulocytd. U monocytd a lymfocytd je exprese o néco niZsi.
Presto, Ze je PTPRJ pfitomen na vSech lymfocytech v periferni krvi, byva Spatné exprimovan
u T a B lymfoidnich buné&nych linii.

Vysoka exprese PTPRJ pochéazejici z hematopoetickych bunék mohla zastinit expresi
PTPRJ v bunkach nadorovych. Dle naSi studie tak PTPRJ neni vhodnym markerem
pro diagnostiku cirkulujicich nadorovych bunék z krve. Cilem naSi dalSi prace bude provéfit

moznost vlivu exprese PTPRJ v nadorové tkani primarniho tumoru na riziko vzniku metastaz.
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VI Zaveér

V diplomové préaci jsem se zameéfila na detekci minimalni rezidualni choroby u pacientd
s nemalobunéénym karcinomem plic metodou real-time reverzné transkriptazoveé
polymerazové fetézové reakce. Cilem prace bylo zaprvé navazat na bakalarskou préci,
rozSifit soubor pacientl vySetfenych na expresi markerd LunX a c-met a zjistit vztah miry
exprese téchto markerd k celkovému preziti pacientd. Druhym cilem bylo najit
a zoptimalizovat novy potencialni marker a ovéfit jeho vhodnost pro detekci MRD u NSCLC.

Provedli jsme korelaci exprese markerd LunX a c-met s klinicko-patologickymi daty
v souboru 108 pacientd s karcinomem plic. Zaznamenali jsme statisticky vyznamnou
zavislost mezi mirou exprese c-met v krvi z plicni Zily a klinickym stadiem. Vyznamné vy3Si
byla také pozitivita c-met v periferni krvi a v krvi z plicni zily u pacientll s postizenim
lymfatickych uzlin, na rozdil od pacientl s histologicky negativnimi uzlinami.

U souboru 82 pacientl jsme prokazali statisticky vyznamnou zavislost celkového preziti
na mife exprese markeru c-met. Pacienti s pozitivitou c-met v periferni krvi a kostni dfeni
vykazovali kratSi dobu preziti, nez pacienti negativni. Déle jsme prokazali vysSi citlivost
stanoveni pfitomnosti MRD s vyuZitim kombinace markerl c-met a CEA.

V pfipadé markeru LunX nebyla prokazana statisticky vyznamna zavislost celkového
pFeZiti pacientd na mife jeho exprese.

Dale jsme navrhli a zoptimalizovali real-time RT-PCR pro novy marker PTPRJ. Otestovali
jsme jeho expresi u vzorkl krve a kostni dfené zdravych darcd, pacientd s karcinomem plic
a vzorkd tumort rdzného histogenetického plvodu. Zjistili jsme snizenou expresi PTPRJ
ve vzorcich tkané tumord a vysokou expresi ve vzorcich krve a kostni dfené. Neprokazali
jsme Zadny statisticky vyznamny rozdil mezi expresi PTPRJ ve vzorcich krve a kostni dfené
zdravych darct a pacientd s karcinomem plic. Marker PTPRJ proto neni dle nasi studie

vhodny pro detekci MRD z krve a kostni dfené u pacientll s NSCLC.
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VIII Seznam zkratek
Akt = PKB = proteinova kindza B (Protein Kinase B)

ARNT1 = aryl-uhlovodikovy-jaderny receptorovy translokator 1 (Aryl-Hydrocarbon Receptor
Nuclear Translocator 1)

BAD = promotor buné¢né smrti asociovany s Bcl-2 (Bcl-2-Associated Death Promotor)
BCL-2 = lymfom B-bunék 2 (B-Cell Lymphoma 2)

bFGF = bazicky rastovy faktor fibroblastu (Basic Fibroblastic Growth Factor)

CD148 = klastr diferenciace 148 (Cluster of Diferentiation 148)

CD45 = klastr diferenciace 45 (Cluster of Differentiation 45)

cDNA = komplementarni deoxyribonukleova kyselina (Complementary Deoxyribonucleic
Acid)

CEA = karcinoembryonalni antigen (Carcinoembryonic Antigen)
CK19 = cytokeratin 19
cPLA2 = cytosolicka fosfolipaza A2 (Cytosolic Phospholipase A2)

¢t = pocet cyklu, pfi kterém fluorescence vzorku prekro€i threshold (prahovou hodnotu)
(Threshold Cycle)

CT = pocitacova tomografie (Computed Tomografy)

CTCs = cirkulujici nddorové burky (Circulated Tumor Cells)

DAPI = 4’-6-diamidino-2-phenylindol

DEP-1 = Density-Enhanced Phosphatase 1

DEPC = diethyl pyrokarbonat

DNA = deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)

dNTPs = deoxynukleotidtrifosfaty

EDTA = kyselina ethylendiamintetraoctova (Ethylenediaminetetraacetic Acid)
eNOS = syntaza endotelialniho oxidu dusnatého (Endothelial Nitric-Oxide Synthase)
EpCAM = adhezni molekula epiteliélnich bunék (Epithelial Cell Adhesion Molecule)
FAK = fokalni adhezni kindza (Focal Adhesion Kinase)

FKHR1 = ,forkhead" transkrip&ni faktor 1 (Forkhead Transcription Factor-1)

FlIk-1 = fetalni jaterni kindza 1 (Fetal Liver Kinase 1)

Flt-1 = fms pfibuzna tyrosin kindza 1 (fms-Related Tyrosin Kinase 1)
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Flt-4 = fms pfibuzna tyrosin kindza 4 (fms-Related Tyrosin Kinase 4)

FOXO1/4 = Forkhead Box ,Other” 1/4

Fw = levy primer (Forward)

HEX = hexachlorofluorescein

HGFR (c-met) = receptor pro rustovy faktor hepatocytt (Hepatocyte Growth Factor Receptor)
HIF = hypoxii indukovatelny faktor (Hypoxia-Inducible Factor)

HIF-1a = hypoxii indukovatelny faktor lalpha (Hypoxia-Inducible Factor lalpha)

HPLC = vysokouginnd kapalinovd chromatografie  (High-Performance  Liquid
Chromatograpfy)”

HR = pomér rizika (Hazard Ratio)

HRCT = pocitatova tomografie svysokym rozliSenim (High Resolution Computed
Tomography)

HSP27 = Heat Shock Protein-27

HUVECSs = lidské pupecnikové cévni endotelidlni buriky (Human Umbilical Vein Endothelial
Cells)

IGF 1 = insulinu podobny rastovy faktor 1 (Insulin-like Growth Factor 1)
IL-8 = interleukin 8

KDR = kindza vloZzend na doménu obsahujici receptor (Kinase Insert Domain-Containing
Receptor)

LunX = plicni specificky X protein (Lung Specific X Protein)
MAPK = mitogenem aktivovand proteinova kinaza (Mitogen-Activated Protein Kinase)

MAPK/ERK = mitogenem aktivovana proteinova kindza/extracelularni signal regulujici kinaza
(Mitogen-Activated Protein Kinase/Extracellular Signal-Regulated Kinase)

M-MuLV = Moloneyho virus mysi leukemie (Moloney Murine Leukemia Virus)
MRD = minimalni reziduélni choroba (Minimal Residual Disease)

MRNA = mediatorova ribonukleova kyselina (Messenger Ribonucleic Acid)
NSCLC = nemalobuné&ny karcinom plic (Non-Small Cell Lung Cancer)

NSE = neuron specificka enolasa (Neuron Specific Enolase)

ODD = na kysliku zavisla degradace (Oxygen-Dependent Degradation)

OPC = purifikaéni oligonukleotidové kazety (Oligonucleotide Purification Cartridge)

PCR = polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)
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PD-ECGF = z krevnich desti¢ek odvozeny endotelialni ristovy faktor (Plateled-Derived
Endothelial Cell Growth Factor)

PDGF = z krevnich desti¢ek odvozeny rastovy faktor (Plateled-Derived Growth Factor)

PDGFR = receptor pro z krevnich desti¢ek odvozeny ristovy faktor (Plateled-Derived Growth
Factor Receptor)

PET = pozitronova emisni tomografie (Positron Emission Tomography)

PET-CT = kombinace pozitronové emisni tomografie a pocitacové tomografie (Positron
Emission Tomography — Computed Tomography)

PH = homologie plekstrinu (Pleckstrin Homology)

PI-3-K = fosfatidylinositol-3-kindza (Phosphatidylinositol-3-Kinase)
PKC = proteinova kinaza C (Protein Kinase C)

PLC-gama = fosfolipdza C-gamma (Phospholipase C — Gamma)
PIGF = placentalni rustovy faktor (Placental Growth Factor)

pO, = parcialni kyslik

Ptg = prostaglandin

PTPRJ = protein tyrosin fosfatazovy receptor typu J (Protein Tyrosine Phosphatase,
Receptor Type J)

PTP-n = protein tyrosin fosfataza n (Protein Tyrosine Phosphatase n)
pVHL = Von Hippel-Lindau nadorovy supresor

Rafl-MEK-ERK = signalni drdha s postupnou aktivaci Raf1-MEK-ERK (Rapidly Accelerated
Fibrosarcoma 1 - Mitogen-Activated Kinase - Extracellular Signal-Regulated Kinase)

Rev = pravy primer (Reverse)
RhoA = homolog genové rodiny Ras, typu A (Ras Homolog Gene Family, Member A)
RNA = ribonukleova kyselina (Ribonucleic Acid)

RT-PCR = reverzné transkriptdzova polymerazova fetézova reakce (Reverse Transcription
Polymerase Chain Reaction)

SCC = antigen skvaméznich nadorovych bunék (Squamous Cell Carcinoma Antigen)
Sck = protein podobny Shc (Shc-Like Protein)

SCLC = malobunéc¢ny karcinom plic (Small Cell Lung Carcinoma)

Scr = tzv. ,zametaci" receptor (Scavenger Receptor)

SD = smérodatna odchylka
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SHC-GRB2 = doména obsahujici homolog Src 2/rGstovy faktor receptoru vaziciho protein-2
(Src Homology 2 Domain-Containing/Growth Factor Receptor-Bound Protein-2)

TGFa = transformuijici rlstovy faktor alfa (Transforming Growth Factor Alpha)

Tm = teplota tani (Melting Temperature)

TPA = tkanovy polypeptidovy antigen (Tissue Polypeptide Antigen)

VEGF = vaskularni endotelialni ristovy faktor (Vascular Endothelial Growth Factor)

VEGFR-1 = receptor 1 pro vaskularni endotelialni faktor (Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor 1)

VEGFR-2 = receptor 2 pro vaskularni endotelialni faktor (Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor 2)

VEGFR-3 = receptor 3 pro vaskularni endotelialni faktor (Vascular Endothelial Growth Factor
Receptor 3)

VRAP = protein asociovany s VEGF receptorem (VEGF Receptor Associated Protein)
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