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Rakovina tlustého stieva patfi mezi jednu z nejcastéjSich onkologickych diagnoz
v Ceské Republice i ve viech vyspélych zemich. Vznik karcinomu je dlouhodoby
a vicestupnovy proces, ktery zavisi na fad€¢ interakci mezi nadorovymi buiikami,
extracelularni matrix a cilovou tkani. Vyznamnou roli v této nddorové invazi a metastazovani
hraji matrix metaloproteinazy (MMP). MMP jsou dobfe zndmy diky své schopnosti rozkladat
proteiny extracelularni matrix a podilet se na fad¢ fyziologickych funkci jako je angiogeneze,
tvorba zanétli, apoptdéza a nadorové procesy. V této praci byla zaméfena pozornost na
MMP-19, méné¢ zndmého clena rodiny MMP. MMP-19 hraje kli¢ovou roli v procesu
metastazovani kolorektalniho karcinomu, a to jak v primarni nadorové progresi, tak v procesu
metastazovani, jak je popisovano Vv in vitro studiich. Imunohistochemii, jako nami vybranou
metodou pro detekci MMP-19 v nadorovych tkanich, jsme se pokusili objasnit, jakou roli
hraje MMP-19 v procesu metastazovani. Exprese proteinu MMP-19 byla hodnocena jak
v nadorové tkani, tak v bazalni nenaddorové tkani, tak i v buiikach stromatu. Posuzovali jsme
vztah mezi pozitivitou/negativitou nadorovych bunék a pozitivitou/negativitou stromalnich
bun¢k vzhledem k vyskytu vzdalenych metastdz a jejich mnoZstvi, k tvorbé metastaz
vV uzlinach, vzhledem k diferenciaci nddoru a pT nadoru. Veskeré tyto vysledky byly
statisticky zhodnoceny pomoci softwaru Statistica 8. Pfi testovani byl pouzit x? test
nezavislosti v kontingen¢nich tabulkach. Bylo zjiSténo, Ze nadorové buiiky ovliviiuji expresi
proteinu MMP-19 jak u bazalnich nenadorovych bunék, tak u stromalnich bun¢k. Bazalni

nenadorové buiiky ovliviiuji expresi proteinu MMP-19 1 u stromdlnich bunék.



Exprese proteinu MMP-19 u bazalnich nenadorovych bun€k a stromalnich bun¢k ma vliv na
tvorbu vzdalenych metastdz. U stromdlnich bun¢k byl prokazéan vliv exprimovaného proteinu
MMP-19 na tvorbu uzlinovych metastaz, ale ne na jejich pocet. Korelace byla nalezena mezi
bazélnimi nenddorovymi buitkami a adenokarcinomem a nizce diferenciovanym
neuroendokrinnim tumorem. Uvedené vysledku jsou pouze predbézné, protoze byly
vypracovany pro malou skupinu pacientli, nicméné naznacuji urcity trend, ktery bude ovéieny

na vétsim souboru pacientdi v rdmci magisterské prace.
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Abstract:

Large intestinal cancer is one of the most often oncological diagnose in the Czech Republic
and in all developed countries. Forming of the carcinoma is a long-time and gradual process
which is dependent on a series of interactions among tumorous cells, extracellular matrix and
target tissue. A very important role in this tumorous invasion and metastasis growth is played
by matrix metalloproteinases (MMP). MMP are able to degrade proteins of extracellular
matrix and are involved in a lot of physiological functions such as angiogenesis,
inflammation, apoptosis and tumorous processes. This work is aimed at MMP-19, less known
member of MMP family. MMP-19 plays a key role in the process of metastasizing of
colorectal carcinoma in the primary tumour progression and also in metastasizing as it is
described in in vitro studies. Using immunohistochemistry, which we decided to choose as
a method of detection MMP-19 in tumorous tissue, we tried to specify the role of MMP-19 in
the process of forming metastases. The expression of protein MMP-19 was assessed not only
in the tumorous tissue, but also in the basal non-tumorous tissue and in the cells of stroma.
We assessed the relationship between positivity/negativity of tumorous cells and
positivity/negativity of stromal cells with regard to distant metastases and their quantity, to
metastasizing in nodes, to differentiation of the tumour and pT tumour. All the results were
statistically evaluated with the help of Statistica 8 software. For testing x* test of
independency was used in contingency tables. It was found out that tumorous cells influence
the expression of protein MMP-19 not only in basal non-tumorous cells, but also in stromal

cells. The expression of protein MMP-19 in basal non-tumorous cells and stromal cells



influences forming distant metastases. In stromal cells, the influence of expressed protein
MMP-19 on forming nodal metastases was proved but was not proved in the number of nodal
metastases. In our sample, statistical significance of expression of protein MMP-19 was not
proved in intergrowth of tumorous cells or the level of tumour differentiation. Correlation was
found, though, between basal non-tumorous cells and adenocarcinoma and lowly
differentiated neuroendocrine tumour. Our results are preliminary because they were
developed for a small group of patients; however, suggest a trend that will be verified in

a larger group of patients in the Master's thesis.
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1. Cile prace

Bakalai'ska prace se sklada z teoretické a experimentalni ¢asti. V teoretické ¢asti jsou
popsany obecné informace o kolorektalnim karcinomu a matrix metaloproteinazach. Literarni
reSerSe byla dale zaméfena na shrnuti vlastnosti a funkei matrix metaloproteindz se
specializaci na MMP-19, ktera hraje vyznamnou roli v nadorové progresi a procesu
metastazovani.

Experimentalni ¢ast je zaméfena na imunohistochemickou detekci MMP-19. Detekce
proteinu MMP-19 byla provedena na 30 pacientskych vzorcich, u nichz byl diagnostikovan
karcinom kolorekta. Pouzitim parafinizatnich a fixaénich technik S naslednou
imunohistochemickou detekci se testovala exprese MMP-19 v nadorové tkani, bazalni
nenadorové tkani a v builkdch stromatu. Ziskané vysledky byly statisticky zhodnoceny

a ziskana data byla porovnéna jiz s publikovanymi vysledky.



2. TEORETICKA CAST
2.1. Kolorektalni karcinom (CRC)

Naprostou vétSinu nadord tlustého stieva tvofi adenokarcinomy. Jsou to nadory
vznikajici ze zldznatych bun€k stievni sliznice. Rakovina tlustého stieva a kone¢niku ma
mnoho spole¢ného, to vystihuje i spoleCny nazev kolorektalni karcinom [1]. Obvykle
nevznika nahle. Na sliznici tlustého stfeva nejprve vznika benigni polyp, ve kterém dochazi
k dalsim zménam bungk, které nakonec vyusti v karcinom [2].

Karcinom kolorekta je jednou z nejcastéjSich onkologickych diagnéz a ve vSech
vyspélych statech jeho incidence nartsta (obr.1l). Nejcastéji se vyskytuje u lidi nad 50 let.
Typicky v€k ceského pacienta s CRC sice lezi v intervalu 61-77 let, ale 21 % vSech
nemocnych je mladsich nez 60 let (obr.2). Zptsobuje smrt zhruba 655 000 lidi ro¢né. Pfesto
lze v poslednich letech pozorovat naznaky zlepSeni, predev§im stabilizaci mortality, ktera
zac¢ina mirn¢ klesat (obr.3). Pii stale rostouci incidenci ovSem situace vede k zvySovani
prevalence, tedy poctu zijicich osob, u kterych byl v minulosti diagnostikovan a lécen CRC.
Prevalence dosahla v roce 2009 hodnoty 47 371 osob a ve srovnani s rokem 1999 tak vzrostla
063 % [3].

Obecné lze tici, ze incidence CRC piirozené nartstd s vékem, stejné jako je tomu
u vétSiny ostatnich nadort. Je to dasledek vzniku rtiznych genovych abnormalit, vétSinou
ziejmé spojenych s deleci supresorovych geni. Stale plati, ze CRC je Castéjsi v ekonomicky
vyspélejSich zemich, coz mize byt spojeno s vyS§im piijmem zivocisSnych tukd, cerveného
masa, stejn¢ jako s nedostatkem vldkniny v potravé a nedostatkem fyzické aktivity, spojenym
s obezitou [4].

Jednim z nejpostizendjsich stath na svétd je Cesko (spoleéné se Slovenskem
a Madarskem) [2]. V na$i zemi v pofadi vyskytu malignich onemocnéni je kolorektalni
karcinom u Zen na druhém misté (po nddorech prsu), u muzi ptredstavuje tteti nejcastéjsi
onemocnéni (po nadorech plic a prostaty). V celosvétovych statistikdch v incidenci (ro¢ni
podet novych onemocnéni na 100 000 obyvatel) se Ceska republika udrzuje na ptednich

mistech. Onemocni kazdy 20. obyvatel. U nadorii kone¢niku zaujimdme dokonce prvenstvi

[5].
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Obrazek 1: Incidence kolorektalniho karcinomu ve svété ve srovnani s CR [6].
Ceska republika, ve srovnani s ostatnimi staty, se fadime v incidenci kolorektalniho karcinomu na
predni pricky.
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Obrazek 2: Incidence vékového zastoupeni pacientt s kolorektalnim karcinomem [7].

vev s

Nejcastéjsi vyskyt CRC se objevuje u pacientit kolem 61-77 roku, avSak 21% vSech nemocnych je
mladsich 60 let.
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Obrazek 3: Incidence a mortalita [8].
Incidence CRC se za posledni roky zvétSuje, avSak mizeme pozorovat ndznaky zlepSeni a to

predevsim stabilizaci az snizovanim se mortality vibec.
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Ve svété obecné plati, ze u zen je pravdépodobnost vyskytu CRC vétsi, nez
u muzi. V Ceské Republice viak Gastéji onemocni muzi. Je to zpiisobeno piedevsim Gastdjsi
nadmérnou konzumaci piva, kterd riziko vyskytu rakoviny vyrazné¢ zvysSuje. Mezi zevni
rizikové faktory patii strava s vysokym obsahem ZzivociSnych tukii a ¢erveného masa, nizky
obsah vlakniny ve stravé, nadvaha, koufeni, konzumace alkoholu nebo nedostatecny piijem
ochrannych latek, napf. vitaminu C ¢i kyseliny listové [9].

Nebezpe¢i CRC spocivda v tom, ze muze probihat pomérné dlouho, skryté
a manifestovat se az v pokrocilej$im, a tedy obtiznéji feSitelném, stadiu. VétSinou se
manifestuje krvi ve stolici, méné Casto se projevi bolesti bticha, stfidanim zacpy a prijmu,
hlenem ve stolici, hubnutim nebo zménami chuté [2]. VSechny karcinomy tlustého stfeva
postupné prorustaji stfevni sténou do okolnich struktur a infiltruji lymfatické a krevni cévy
[10].

Pti histologicky potvrzeném CRC je nutno provést predepsand vySetfeni, jejichz
vysledek zdsadnim zpiisobem ovliviiuje 1éCebnou strategii. Je nezbytné stanovit lokalni rozsah
nadoru, postiZzeni lymfatickych uzlin a vyloucit vzdalené metastazy. Lokalni rozsah nadoru
a postizeni lymfatickych uzlin nejlépe diagnostikuje patolog z primarniho nadoru stieva, ktery
je odstranén chirurgicky. Na zaklad¢ vysetfeni miize onkolog stanovit stadium kolorektalniho
karcinomu (obr. 4), ktery je rozhodujici pro prognézu a lé¢bu nadorového onemocnéni [11].
Stadium vyjadiuje stupeni pokrocilosti choroby a jeho ur¢eni ma zésadni vyznam pro volbu
vhodného terapeutického postupu. Jednotliva stadia jsou definovana vyctem moznych typt

postizeni:

e Stadium 0
Tzv. nador in situ, tj. zatim neinvazivni stievni nebo rektalni nador, ktery se nachazi

maximalné ve svalové vrstvé sliznice.

e Stadium I
Stievni nddor prostoupil svalovou vrstvu stény do hlubSich vrstev. Rektalni nador se
roz§itil mimo svalovou vrstvu sliznice rekta do druhé a tieti vrstvy a postihl i vnitini stranu

sliznice rekta, ale nedostal se mimo rektum nebo vné.



Stadium II

Stfevni nador se rozSitil imimo stiedni vrstvy stfevni stény, popiipadé ido
okolnich tkéani a okolo stfeva (stadium IIA). Stfevni nador se rozsifil mimo stfevni sténu
do sousednich organti, popf. i do serdzni blany (stadium IIB). Rektalni nador se rozsifil

mimo rektum do okolnich tkani, ale neni pfitomny v lymfatickych uzlinach.

Stadium III

Stievni nador se rozsitil ze svrchni vrstvy stfevni stény do stfednich vrstev. Stfevni nador
se roz§ifil do tii blizkych lymfatickych uzlin (stadium I11A) a zaroven také mimo stiedni
vrstvy stievni stény nebo do sousednich tkani v okoli stfeva ¢irekta nebo mimo stfevni
sténu do okolnich organd, popf. i za serdzni blanu (stadium I1IB). Stievni nador se rozsitil
do ¢ty nebo vice sousednich lymfatickych uzlin a zaroven také do sttedni vrstvy stievni
stény ¢i mimo ni nebo do okolnich tkani v okoli stfeva ¢i rekta nebo do okolnich organ,

popt. mimo serdzni blanu (stadium IIIC). Rektadlni nador se rozsitil do okolnich

lymfatickych uzlin, ale nikoli do ostatnich casti téla.

Stadium IV
Stievni nebo rektalni nador se rozsitil do ostatnich ¢asti téla, jako napiiklad do jater, plic,

pobiisnice (peritoneum) nebo do vaje¢nika [12].
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Obrazek 4: Grafické znazornéni stadii nadoru kolorekta [12].

Znazornéni invaze rakovinovych bunék od tvorby zhoubného nadoru, az po proristani tumoru

lymfatickymi uzlinami.



Urceni stadia nadorového onemocnéni je dulezité i pro prognoézu. U kolorektalniho
karcinomu se hodnoti progndéza jako podil pacientl, kteti ptezivaji pét let po stanoveni
diagnézy. Hodnoty pétiletého preziti podle stddia nemoci: stadium 0, I. 80 — 90 %
nemocnych; stadium II: 60 — 80 % nemocnych; stadium III: 50 — 60 % nemocnych; staddium
IV: do 5 % nemocnych. Pokud nelze metastdzy chirurgicky odstranit, jednd se
o nevylééitelnou chorobu [11]. Hlavnim lé¢ebnym cilem u pacienti s metastatickym

onemocnénim je prodlouzeni pteziti a zlepSeni kvality Zivota [5].
2.2. Matrix metaloproteinazy (MMP)

Matrix metaloproteinazy, nebo i jinak nazyvané matrixiny, tvofi rodinu na zinku
zavislych endopeptidaz, které hraji hlavni roli pfi remodelaci a opravé struktury pojivoveé
tkané. Obecné jsou zapojeny do riiznych fyziologickych procest, jako je naptiklad hojeni ran
a embryogeneze, ale také v patologickych procesech [13]. MMP se podileji na degradaci
extracelularni matrix (EMC)[14]. VSechny MMP jsou syntetizovany jako preproenzym
a vétSina z nich jsou vyluCovany z bun¢k jako proenzym. To znamend, ze aktivace téchto
proenzymu je jednim z kritickych krokd, které vedou k degradaci EMC [15]. Makromolekuly
ECM, jsou dulezité pro tvorbu bunééného prostiedi, potiebnych pii vyvoji a morfogenezi
[16, 17]. Za normalnich fyziologickych podminek, je aktivita MMP piesné regulovana na
urovni transkripce, aktivace prekurzorti zymogend a interakce s konkrétnimi ECM. Ztrata
kontroly ¢innosti mize vést kK onemocnéni, jako je artritida, rakovina, aterosklerdza, viedy
a fibrozy [18]. Tkanové inhibitory metaloproteinaz (TIMP) jsou specifické inhibitory
matrixin, které se ucastni fizeni mistni aktivity MMP v tkani [14].

Podstatou MMP je schopnost vazat ve svém aktivnim vazi ¢asti Zn, ktery je nezbytny pro
funkci a aktivitu enzymu. Mohou ale vazat i1 jiné ionty, napt. Ca, ktery je dulezity pro
optimalni konformaci molekuly [19]. Zinkové proteiny jsou nejpocetnéjsi skupinou
metaloproteinil lidského genomu. Jejich struktura je tak rozli¢na, jak pestré jsou funkce, které
v organismu plni — od biokatalyzatorii, pfes transportéry, detoxikanty, aZ po transkripéni
faktory. Proteiny spojené se zinkem je mozno formalné€ rozd¢lit na zinkové enzymy a zinkové
neenzymové proteiny. Mezi nejpocetnéjsi skupinu zinkovych enzymi patii zinek dependentni
metaloproteinazy [20].

Prvni ¢len enzymatické rodiny metaloproteindz byl popsan v roce 1962 védci Jerome
Gross a Charles M. Lapiere - v tu dobu byl oznacen jako kolagenaza. Zajimavé je, Zze byl
objeven ve tkani ocdsku zabiho pulce, coz vedlo k napsani ¢lanku s nazvem ,,Jak se z Zabiho

pulce stal princ [21]. Pozd¢&ji v roce 1968 byl izolovan z lidské kuze a bylo zjisténo,
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Ze je syntetizovan jako zymogen, tedy inaktivni forma. V roce 1990 byl popsan princip
udrZeni inaktivni formy — latence metaloproteindz mechanismem tzv. cysteinového spinace
(cysteine switch) [22]. Cystein swich je mechanismus, pfi kterém propeptid cysteinu ucinkuje
jako ctvrty ligand katalytického zinku, ¢imz zabranuje tvorbé vazby na molekulu vody, ktera
hraje roli pti hydrolyze peptidového substratu.

V soucasné dob¢ je charakterizovano vice nez 20 MMP. Nazvoslovi je komplikovano
uzivanim mnoha synonym, které vznikaly v pribéhu intenzivniho biomedicinského vyzkumu.

Jednotna klasifikace uziva zkratky MMP a potfadového ¢isla [23].

2.2.1. Struktura MMP

V MMP jsou vysoce konzervované zinek dependentni endopeptidazy, které jsou
spole¢né schopny degradace vétSiny, ne-li vSech, komponent bazalni membrany
a extracelularni matrix. Je zajimavé poznamenat, ze nékolik MMP bylo lokalizovano na
stejném chromozomalni misté, které ukazuje zesileni v nékolika solidnich tumorech.
Nomenklatura z MMP je komplexni a je shrnuta v tabulce, kde jsou MMP ptidélena ¢isla,
ktera maji své trividlni nazvy (tab.1).

VétSina matrix metaloproteinaz obsahuje propeptid, katalytickou doménu a C terminalni
doménu [24]. Propeptid je tvofen asi 80 aminokyselinami a ma jedine¢nou konzervativni
PRCG sekvenci. Cystein v tomto poradi (“cystein switch™) plni zasadni funkci a to, ze
zachovava katalytickou latenci ligandu zinku pro-MMP [25, 26]. Pomoci této propeptidové
domény jsou transmembranové metaloproteinazy zakotveny v cytoplazmatické membrané.
Pied propeptidem (na N-terminalnim konci enzymu) se nachazi signalni propeptid, fidici
sekreci matrix metaloproteinaz z bunky. Skupina matrix metaloproteinidz, které jsou
aktivovany intracelularng, obsahuje navic mezi propeptidem a katalytickou doménou sekvenci
10 aminokyselin, jejichz $tépenim dochazi k odstépeni propeptidu a k aktivaci enzymu [24].
Katalyticka doména je tvofena asi 170 aminokyselinami, obsahuje zinek zavazny vzor
HE XX HXX G XX H [27]. Cystein "switch" v propeptidu je béznym konstrukénim vzorem,
kde se tii histidiny v soufadnici S vazanym zinkem a cysteinem v propeptidu zkoordinuji
s katalytickym iontem zinku. Tato Cys-Zn?* koordinace udrzuje proMMP neaktivni
a zabranuje navazani molekule vody, ktera hraje roli pifi katalyze vazby k atomu
zinku. Katalytické domény matrixini maji dalsi strukturalni ionty zinku a 2-3 vapenaté ionty,
které jsou nezbytné pro stabilitu a vyraz enzymové aktivity. MMP-2 a MMP-9 se tiikrat

opakuji v doméné fibronektinu typu Il., vlozené v katalytické doméné [28, 29].



Peptidovy linker s proménnou délkou (oznacovano jako zavé€sny region) je tvofen
hemopexinovymi (HPX) doménami o asi 200 aminokyselinach. HPX doména je nezbytnym
predpokladem pro pfilnuti kolagenaz na trojSroubovicovy intersticialni kolagen [30], i kdyz si
katalytické domény samy udrzuji proteolytickou aktivitu ve vztahu k jinym materialim
[127]. HPX doména MMP-2 je také potiebna pro aktivaci na bunééném povrchu pro-MMP-2
i MT1-MMP [31, 32]. Funkce prolinu, jako spojovaciho peptidu, ktery Se spojuje na
katalytické doméné hemopexinu neni znama, i kdyz jeho interakce s trojitou Sroubovici
kolagenu se ptredpoklada na zakladé molekularniho modelovani [33]. Transmembranové
domény se nachazi v MT-MMP, které tyto enzymy zakotvi k povrchu buriky.

MMP-4, MMP-5, MMP-6 a MMP-22 v seznamu chybi, protoze bylo prokazano, zZe jsou
totozné s ostatnimi ¢leny. Na zdkladé organizace domén jsou MMP seskupeny do kolagenaz,
gelatinaz, stromelysin, matrilysin, MMP membranového typu a ostatni MMP [34]. Rozdily ve
strukturach MMP jsou shrnuty (obr. 7) [35]. Diky metodam rentgenové krystalografie a NMR

je dnes znama struktura mnoha MMP [36].

Tabulka 1. Pfehled matrix metaloproteinaz

Enzym Nazev Synonyma

MMP-1 Kolagenaza Intersticialni kolagenaza, fibroblast kolagenoza
MMP-2 Gelatindza A Type IV kolagenaza, 72kDa gelatinaza

MMP-3 Stromelyzin 1 Transin, proteoglykanaza, kolagenaza aktivujici protein
MMP-7 Matrilyzin Pump-1

MMP-8 Kolagenaza 2 Neutrofil kolagenoza

MMP-9 Gelatinaza B Type IV/V kolagendza, 92kDa gelatinaza

MMP-10 Stromelyzin 2 Transin 2

MMP-11 Stromelyzin 3

MMP-12 Makrofagova elastaza Metaloelastaza

MMP-13 Kolagenaza 3 Rat intersticialni kolagendza

MMP-14 Membranovy typ MMP 1| MT1-MMP

MMP-15 Membranovy typ MMP 2 | MT2-MMP

MMP-16 Membranovy typ MMP 3| MT3-MMP

MMP-17 Membranovy typ MMP 4 | MT4-MMP

MMP-18 Kolagenaza 4

MMP-19 RASI-1, RASI-6

MMP-20 Enamelyzin

MMP-21 XMMP

MMP-22 CMMP

MMP-23 CA-MMP Femalyzin
MMP-25 MT-6 MMP Leukolyzin
MMP-26 Matrilyzin 2 Endometaza
MMP-28 Epilyzin
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Obrazek 7: Struktura matrix metaloproteinazy. [37]

Viechny MMP obsahuji Zn®* ionty, které podporuji enzymatickou aktivitu. Vétsina MMP obsahuje
signalni peptid (nutny pro sekreci), propeptid (katalytickou doménu, ktera vaze zinek Zn ?*), zavésnou
¢ast (HG) a karboxy hemopexin - (C)-terminalni doménu. Matrilyziny postradaji hemopexinovou
doménu a C-termindlni doménu. Gelatinazy obsahuji fibronektin typu II moduly, které zlepSuji

ucinnost kolagenu a degradace zelatiny.



2.2.2. Déleni MMP
MMP se déli do nekolika skupin podle jejich substratové specifity a primarni struktury [38]:

1. Kolagenazy (MMP-1, 8, 13, 18)
e Stépi intersticialni kolagen, substrat rozpoznavaji pies haemopexinovou doménu.
Nedavné studie ukazaly, ze MMP-1 aktivuje protedzou aktivovany receptor (PAR)

Stépenim vazba Arg-Ser, ktery podporuje rast a invazi bun¢k karcinomu prsu.

2. Gelatinazy (MMP- 2, 9)
e jsou schopny enzymaticky zpracovat rizné substraty ECM, jakym je napiiklad kolagen
I a IV. Kromé hemopexinové domény je pro gelatindzy charakteristicka pfitomnost
domény vazajici kolagen (CBD), ktera se vyskytuje na jejich katalytické doméné. CBD
je slozena ze tii fibronektind II a pfitomné domény preferujici vazbu fibrilarniho

kolagenu typu I.

3. Stromelyziny (MMP- 3, 10, 11)
e jsou schopny hydrolyzovat kolagen typu 1V, ale nejsou schopny §tépit fibrilarni kolagen

typu I.

4. Matrilyziny (MMP- 7, 26)
e nemaji haemopexinovou doménu, jsou schopny zpracovat kolagen typu IV, ale kolagen

typu | naopak nejsou schopny zpracovat.

5. MMP membranového typu (MMP - 14, 15, 16, 17, 24, 25)
e o0bsahuji navic C-koncovou doménu piitomnou v intermembranové oblasti, ktera je
doplnéna o cytoplasmatickou cast. Pouze MMP-14 a MMP-16 byly schopny Sstépit
fibrilarni kolagen typu L.

6. Dalsi MMP (MMP- 12, 19, 20, 21, 23, 27, 28)
e nekteré MMP, konkrétn¢ (MMP-12), RASI-1 (MMP-19), MMP-21 a MMP-28
nemohou byt zahrnuty do Zadné z vySe uvedenych ttid.
MMP-19 nazyvany téZ RASI (revmatoidni artritida synovidlniho zanétu) lze nalézt

v aktivovanych lymfocytech a plazmé u pacientl s revmatoidni artritidou [37].
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2.2.3. MMP-19

MMP-19 patti do podceledi matrix metaloproteindz (velké skupiny zinkovych
endopeptiddz), také znamych jako matrixiny, které jsou hromadné schopny degradovat
vSechny slozky extracelularni matrix. Gen MMP-19 se nachazi na chromozomu 12914 na
némz je podéln¢ devét exontl [39]. VSechny z nich jsou vysoce konzervované mezi savéimi
druhy. Pfitomnost tohoto genu je dokazéna u bezobratlych, v ptaci linii se vSak tento gen
ztratil [40]. Typickou doménu MMP véetné prodomény tvoii zakladem cysteinovy zbytek na
zachovani enzyma latenci, katalytickou doménu a asi 160 zbytkid s konzervativni vazbou na
zinek. Linkerovou oblast tvoii COOH-terminalni fragmet z 200 aminokyselin se sekven¢ni
podobnosti hemopexinu. MMP-19 vsak nevykazuje strukturni rysy charakteristické hlavnich
MMP podceledi, jako jsou naptiklad gelatindzy. Naproti tomu MMP-19 piedstavuji unikatni
strukturdlni zmény v radmci rodiny MMP. Tato peptidaza vykazuje archetypalni strukturni
doménu, ktera neni charakteristickd ostatnim ¢lenim rodiny MMP. Podceled’ vykazuje nizkou
sekvencni podobnost s jinymi zndmymi MMP a nemutze byt tudiz zafazena do predem
definované podskupiny [39]. Navic se MMP-19 1isi od ostatnich znamych MMP v tom, ze ma
vlozené kyselé aminokyselin v zdvésné oblasti, a dvé potencidlni mista glykosylace
v hemopexinové oblasti [41, 40]. MMP-19 je schopna se prostfednictvim své hemopexinové
domény pfipojit k povrchu bunky [42, 43].Je exprimovana v celé fadé
normalnich lidskych tkani v€etné mlécnych zlaz, placenty, plic, slinivky bfiSni, vajecniki,
tenkého stfeva, tlustého stieva a srdce apod. Transkripce neni detekovana v mozku, ledvinach,
jatrech nebo v periferni krvi leukocyti [41, 40]. Exprese MMP-19 se upravuje béhem maligni
transformace tlustého stfeva a muze hrat vyznamnou roli v homeostaze tkani [44, 45].
MMP-19 je schopna in vitro degradovat napi. kolagen typu IV, laminin-1, fibronektin
a zelatina typu I [46].

Cinnost MMP je zapojena do fady biologickych funkci, jako je bun&na proliferace,
migrace, adheze a stejné tak i1 pfi regulaci mnoha zakladnich fyziologickych uddlosti véetné
angiogeneze, zanétu a apoptoze [47-49, 50]. MMP-19, klonovana z lidské mlééné Zlazy, byla
nejprve oznacena jako MMP-18 [41], avSak ta ptedstavuje 18. MMP, kolagenazu - V. Navic
bylo zjisténo, ze MMP izolovana z jater cDNA knihovny [40], je totozna s MMP z mlééné
zlazy, a tak byla oznacena jako 19. MMP, tedy MMP-19. MMP-19 miiZze hrat také roli pti
zangtlivych procesech a proto byl také plivodné izolovan ze synovidlnich cév u pacienta

s revmatoidni artritidou pod nazvem RASI-1 [42, 51].
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Jako vSichni ¢lenové MMP je i MMP-19 syntetizovan jako zymogen, ze signalniho
peptidu. Nachazi se v latentni fazi v ECM a pro aktivaci vyzaduje proenzym aktiva¢niho
procesu. Sam ma vsak sklony k vlastni aktivaci. Studie prokazaly, ze MMP-19 je silnym
hra¢em pii degradaci slozek bazalni membrany, jako je kolagen typu IV., lamini, fibrinogen
a gelatinazy 1. Av§ak MMP-19 ma téz antiangiogenni vlastnosti, které mohou byt zodpovédné

za své tumor supresorové aktivity [39, 52].

MNMIP obsahujici jednoduchou hemopexinovou doménu

MMP-19
Leader Propeptid Katalytickd doména Hemopexinovad doména
O O > ~ 20D

Zavés

Obrazek 8: Znazornéni struktury MMP-19 [53]
Strukturné obsahuji MMP-19 zakladni domény vSech MMP v¢etné signalniho peptidu, katalytické
domény a hemopexinové domény. MMP-19 se li$i od ostatnich tim, Ze ma zavésnou oblast bohatou na

kyselé aminokyseliny a navic obsahuje mista potencialni pro glykosilaci v hemopexinové doméng.

2.3. Metastazovani

Schopnost napadnout tkané¢ a tvofit kolonie na vzdalenych mistech je
neodmyslitelnym rysem zhoubnych novotvar. Metastatické onemocnéni je hlavni pii¢inou
umrti u pacientu s rakovinou [54]. Je to slozity proces, ktery sestava z mnoha stadii a zavisi na
fad¢ riznych interakci mezi nadorovymi buiikami, mimobunécnou matrici (ECM) a cilovou
tkani. [55]. Metastaticky proces, je-li ispé$né nastartovan, je projevem systémového selhani
organismu. PtestoZe se jednd o celou kaskadu déjii, moznost zasahu je v podstaté v kazdém
stupni této kaskddy a uspéSna intervence na kterémkoliv useku tohoto procesu, miize
znamenat zastaveni procesu metastazovani [56].

Nadorova invaze je povazovana za dynamicky a komplexni proces, ktery zahrnuje
odtrzeni malignich bunék z mista pivodu, prichod extracelularni matrix a bazalni

membranou a invazi do lymfaticko-cévnich kanala [54].
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V prvni fadé se musi vitdlni nddorova builka uvolnit z primarniho nadoru a skrze stroma,
bazalni membranu a endotel vycestovat do cévy. Pomoci krevniho nebo lymfatického
systému se musi dostat do tkané¢, ve které jsou piithodné podminky pro dalsi rist metastazy.
V této tkani, ¢i organu se musi zastavit, respektive prichytit k endotelu ptislusné tkané
(Obr. 9).

Angiogeneze, tvorba novych cév, je zakladem nejen pro rust nadoru, ale i pro
Gisp&$nou invazi tumoru a metastazovani [57]. Pro riist nadoru nad velikost 1-2 mm?® musi
dojit k nastartovani angiogeneze a k vytvofeni vaskularniho zdsobeni nadoru. Angiogeneze je
komplexni proces, zahrnujici degradaci bazalni membrany pliivodni cévy, proliferaci endotelu
k mistu pisobeni angiogenetického stimulu, aZ vznik funkéni cévy obklopené novotvoienou
bazdlni membranou a pericyty. Angiogeneze je regulovana ftadou angiogennich
(pf. VEGF — vascular endothelial growth factor) a antiangiogennich (pf. trombospondinu)
faktort. Vyznamnym stimulem k sekreci mnoha angiogennich faktorti je hypoxie. U mnoha
nadorovych onemocnéni je zvySend angiogeneze povazovana za negativni prognosticky
faktor, ktery znamena zvysSenou agresivitu nadoru a riziko metastaz [58].

Samotny vznik a rast nadoru se ned€je izolované, ale na pozadi organismu, ve kterém
vznikl. Pokud vSak jiz detekujeme vitalni nadorovou tkan, je nutno predpokladat, ze obranné
mechanismy hostitele byly do zna¢né miry piekondny a samotny nddor si selekci stale
zivotaschopnéjSich bun€k zajistil vyhodné podminky pro dalSi proliferaci na tkor
hostitelského organismu. Proto zcela zdsadni ulohu v nddorovém ristu a protinadorové obrané
ma pfirozena imunita hostitele [56].

Nadorové buiky Casto (ale ne vzdy) obsahuji specificky zménéné, pro organizmus cizi
nadorové antigeny. VéEtSinou to jsou bilkoviny (proteiny), glykoproteiny nebo karbohydraty,
kterymi na sebe nadorova buiika imunitni systém upozoriiuje. Normalni zdrava bunka totiz na
svém povrchu stale vystavuje bunka/télo vlastni bilkoviny v komplexu s glykoproteiny. Jsou
to transplantacni antigeny, povrchové receptory imunokompetentnich buné¢k, které tak davaji
télu signal, ze buiika obsahuje jen vlastni proteiny, neni nebezpecnd a neni tieba ji likvidovat.
V pfipadé nadorové zmény (maligni transformace) bunky dochazi Casto (ale ne vzdy)
k mutacni zmén¢ vlastnich bilkovin, vznikd pro nador specificky protein, nadorovy antigen.
Jakmile je takovy cizi, télu neznamy protein vystaven na povrchu buiky v komplexu
s glykoproteiny, T lymfocyty je rozpoznaji jako nebezpeéné a zlikviduji je. Cytotoxické
lymfocyty jsou pro tento Ucel vybaveny fadou zabijecich mechanizmil navozujicich buné¢nou

smrt, apoptdzu a cytolyzu [59].
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Obrazek 9: Schéma $ifeni nadorovych bunék krevni cestou [60].
Invaze nadorovych bunék z tkani do cév a nasledné z cév do tkani, mista vzdalené metastaze, mize

mit uplatnéni v procesu metastazovani. Do procesu se zapojuji i bunky stromalni.

2.3.1. MMP a metastazovani

Progrese nadoru je slozity, vicestupniovy proces, pii kterém normalni burika podstoupi
genetické zmény, které maji za nasledek zménu fenotypu a ziskaji tak schopnost se Sitit
a kolonizovat na vzdalena mista v té€le. Mnoho faktoru regulujicich rist a Sifeni zhoubnych
nadort a interakci mezi nadorem a jeho okoli mikroprosttedi, mize vést ke vzniku
vyznamnych proteinovych produkti, které jsou velmi dilezité pro kazdy krok progrese
nadoru. Matrixové  metaloproteinaizy (MMP) jsou rodina degradacnich enzymu
s jednozna¢nymi odkazy na malignity. Jsou spojeny s invazi nadorovych bunék do bazalni
membrany a stromatu, do cév s nasledkem penetrace a metastazovani. Jsou zapleteny
vV primarnim i metastatickém nadorovém bujeni a angiogenezi [62]. Podileji se na tadé
fyziologickych a patologickych procest. Vzhledem k jejich schopnosti $tépit a pietvaret
slozky okolnich tkani, mize MMP ovlivnit migraci bun¢k, diferenciaci, zanétlivé procesy,
neovaskularizaci, hojeni ran, apoptdzu i tvorbu nadort a dalSich nemoci [35]. Proces migrace
nadorovych bun¢k podpirnou tkani, transport bazalni membranou a naruSovani intracelularni
integrity vazeb by se neobesel bez téchto specifickych enzymt degradujicich membranu

matrix.
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MMP hraji kliCovou roli v procesu metastazovani, jelikoz mohou byt produkovany
nejen nadorovymi buikami, ale Casto ve vétsi mife i bunkami stromatu [56]. MMP jsou
vyluovany jako latentnich, neaktivni zymogeny riznymi typy stromalnich a epitelialnich
bunék véetné mezenchymalnich bunék, monocytti, makrofigl, neutrofild, keratinocytl
a nadorovych bun¢k. K aktivaci na aktivni enzym obvykle dochazi v pericelularnim nebo
extracelularnim prostoru [63]. MMP pracuji spole¢né na vytvoreni kaskady aktivace, pticemz
poté, co je aktivovana jedena MMP, katalyzuje pfeménu jinych MMP zymogent Vv jejich
aktivni formy tak, aby byly schopny degradovat vsechny ttidy ECM.

Aktivace MMP probiha ¢tyimi zpuisoby a to na urovni transkripce, v misté aktivace
z prekurzorit zymogend, interakci Se specifickymi slozkami ECM a inhibitory TIMP
[63, 64]. Endogenni inhibitory MMP jsou inhibujici tkan¢ TIMP, tvofené stejnym buriky,
které produkuji MMP a ty tvoti komplexy s MMP v poméru 1:1. TIMP kontroluji aktivitu
MMP ve tkéanich. V ptipadé€, ze produkce MMP je piilis vysoka a inhibice TIMP pro kontrolu
zaplavy MMP je nedostacujici, dojde k nerovnovaze v rozdéleni ECM a celkové opraveé
systému. Napiiklad, pokud dojde k nadmérné degradaci ECM a 1é¢ivé reakce nemuize udrzet

celistvost sytému, dojde ke konstrukénim ztratam tkani a tvorb& nemoci [65, 66].

Lécebné inhibice MMP

Vyznamna role MMP v progresi tumoru a metastaz vedla k agresivnimu vyvoj
terapeutickych latek, které blokuji aktivitu enzymu v téchto procesech. Jednim pfistupem byl
vyvoj pseudopeptidti, které kopiruji konstrukéni prvky substratt MMP a tim pasobi jako
konkuren¢ni reverzibilni inhibitory. Jiny piistup je vyuziti pohledu z x-ray pro stanoveni
krystalografickych trojrozmérnych struktur MMP k vyrobé nonpeptidickych molekul, které se
selektivné vazi na zinek-vazebné misto v MMP. Vysledné syntetické MMP mohou byt bud’
sirokospektralni, nebo selektivni inhibitory. Sirokospektralni inhibitory Gginné blokuji vice
MMP, které mohou byt zapojeny do celé fady procest, které maji vliv na rist nadoru, invazi,
angiogenezi a metastazy, ale vzhledem k tzkym spektraim byly inhibitory navrzeny tak, aby
blokovali aktivitu vybranych MMP, které jsou tizce spojeny se specifickymi aspekty téchto
procesu [62].

MMP se pouzivaji téz jako markery pro n€které zhoubné nadory tlustého stieva, §titné
zlazy, mocového méchyie, karcinomu prsu a jinych [35]. Potlaceni ptisobeni MMP

predstavuje novy terapeuticky ptistup k 1é¢bé jednotlivych druhti rakoviny [54].
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Pouzitim metod jako imunohistochemie a PCR technik, se studuje pfitomnost jednotlivych
Clent rodiny MMP pro vSechny typu nddort. Je dokdzano, Ze pro zhoubné nadory je
charakteristicka zvySend exprese MMP a je prokdzani i pifitomnost specifickych MMP
v pripadé nékterych karcinomt [57]. Metaloproteinazy byly také povazovany za jeden
z mechanismil, ktery nddorové bunky vyvinuly, aby unikly z protinddorové imunitni reakce
hostitele [67]. Nedavno vSak byla u MMP-8 zjisténa opacna funkce stimulujici
protinadorovou imunitni odpoveéd, pfiCemz piedpokladanym mechanismem je aktivace
nékterych zanétlivych mediatort. U knock-outovanych mysich samcti postradajicich MMP-8
byl prokézan deficit v zanétlivé reakci a nariist kancerogeneze kiize v porovnani s wild-type

jedinci [68].
2.3.2. MMP-19 a metastazovani

MMP maji komplexni roli v rozvoji rakoviny diky své schopnosti podilet se na
proteolytickém zpracovani Siroké Skaly substratti. MMP jsou obecné povazovany za molekuly
usnadnujici invaze a migraci nadorovych bunék tim, ze umi degradovat ECM. Vsak tato
pro-onkogenni role MMP zpochybniuje vlastnosti, které vykazujici nékteré MMP. V souladu
s témito slozitymi funkcemi MMP pf#i rakoving, hraje MMP-19 dvoji roli v progresi nadoru.
Zvysuje migraci nadorovych bun¢k béhem pozdéjSich fazi melanomu [69]. Je regulovana
v bazalnich i1 dlazdicovych bunkéach karcinomu v nadorové dediferenciaci stejné jako pfti
rakoving tlustého stfeva a nosohltanu [69, 70, 71]. Nedavné studie v tomto ohledu navrhly
deleci alel a podpofeni hypermetylace promoru, jako mechanismu na ztiSeni MMP-19 pfi
progresi nadoru. MMP-19 ma téz antiangiogenni vlastnosti, které mohou byt zodpovédné za
své tumor supresorové aktivity [39, 69]. Studie, veénujici se testovani mys$i s deficitem
MMP-19 prokazuji, Ze jsou tyto peptidazy zapojeny do procesu remodelaci tkani,
adipogeneze a progrese nadora [72, 73]. Pro uréeni funkce MMP-19 byly vytvofeny mysi
s deficitem MMP-19, kdy pomoci cilené mutageneze dojde k pteruseni katalytické domény na
genu MMP-19. U mutantnich mysi s deficitem MMP-19 se potvrdila i dvoji ulohu tohoto
metalopeptidu na rakovinu. Celkové tyto tidaje ukazuji, z2 MMP-19 negativné reguluji ¢asna
stddia invaze nadorovych bunék, avSak citlivost MMP-19 se mize po rozvinuti naddoru
zmenSit. Tyto zdanlivé paradoxni vysledky mohou odrazet rizné role MMP-19 ve vyvoji
rakovinné progrese, ale pochopenim individualni funkce kazdého MMP zlepsi protinddorovou
strategii [39]. MMP-19 ovliviiuje bunéénou proliferaci, adhezi a migraci, ale jeho

fyziologicka role in vivo je malo objasnéna [74].
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Analyzou genové exprese MMP v rakoviné kolorekta se zjistilo, Ze exprese
tkan¢ v kolorektalnim karcinomu se vyrazné odliSuje od exprese metastatickych
tkani jaternich 1ézi, a to 1 u stejného jedince. Je také zajimavé, ze genova exprese
mize byt zcela odlisnd mezi primarni 1ézi a samotnych metastaz [75].
Profil MMP -19 popsaly nedavné studie analyzou ve vzorcich normalni kolorektalni sliznice
a adenomu pomoci metod Western blotting a QRT-PCR (kvantitativni reverzni
transkripce-polymerazovou fetézovou reakci). Obé metody, jak gRT-PCR, tak Western blot
ukazaly, ze se hodnoty MMP-19 v priubéhu rakoviny tlustého stfeva zvysuji riznymi
expresemi. V progresi 1ézi tlustého stteva bylo zaznamenano zvysujici se mnozstvi MMP-19.
Tyto exprese jsou pravdépodobné zpusobeny diky rdznym rolim MMP pii vzniku
kolorektalnich nadori. Role MMP-19 v procesu invaze tumoru je sporna jako pro vsechny
ostatni MMP. MMP-19 zvysuje regulaci astrocyti v melanomu [69, 76] a to ma za nasledek
zvySeni keratinocytl pii bunééné proliferaci, migraci a adhezi na kolagenu I prostiednictvim
IGF-signalni drahy [77]. Tato zjiSténi naznacuji, Ze MMP-19 mize hrat roli pii maligni
transformaci. Na druhou stranu, nékteré studie tvrdi, z2 MMP-19 ma snizenou nebo dokonce
mizivou regulaci béhem nadorova progrese v prsu a kuzi [70, 71, 78]. Evidentné se vSak
MMP podili na dilezitych biologickych rolich véetné apoptozy, proliferace a diferenciace
bunék [79]. Mnoho studii spojujicich MMP s biologickymi procesy v rozvoji a progrese
nadoru poskytuji provéfeny model nadorti pro studium kolorektadlniho karcinomu. Kromé
toho, nador kolorekta je jednim z nejéastéjSich malignit po celém svété a tedy z hlavnich
pii¢in imrti na rakovinu. Poznatky tykajici se role téchto proteinti v nadorové progresi byly
popsany pro lepsi pochopeni biologickych funkci MMP [80].

Mezi dalsi schopnosti MMP-19 je také $tépeni Vv in vitro studiich insulinu podobny
rustovy faktor IGFBP-3 (insulin growth factor binding protein), coz naznacuje, ze by mohl
kontrolovat aktivitu rtstovych faktort podobnych inzulinu a tim regulovat riist nadorovych
bunék [39].

Nékolik studii uvadi, ze MMP-19 mize hrat vyznamnou roli pii zanétlivych
procesech. Proto byl tento enzym piivodné identifikovan jako autoantigen u pacientl
s revmatoidni artritidou [81]. V nedavné dob¢ bylo dokazano, ze MMP-19 pusobi jako
molekuldrni medidtor pifi zanétu dychacich cest. Zabrafiuje uklddani glykoproteinu
a tenascinu-C do stén dychacich cest, ¢imz podporuje zanétlivou adhezi bunék a akumulaci
diky své schopnosti interakce s integriny [1, 82]. V tomto ohledu se uvadi i fakt, ze MMP-19

je také dilezitym faktorem pii koznich imunitnich reakcich a ovliviiuje vyvoj T-bunék [74].
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2.3.3. Metody detekce MMP

MMP jsou casto piredmétem studii kvili jejich roli v mnoha fyziologickych
a patologickych procesech [83, 84]. Mohou byt proto pouzivany jako markery pro nékteré
zhoubné nadory, jako nadory kolorekta, $titné zlazy mocového méchyte a prsu [85]. Mnoho
metod bylo vyvinuto pro klinické a vyzkumné ucely pro lepsi pochopeni jejich biologické
funkce. B&€zné pouzivané a zvlasté¢ vhodné techniky pro detekci MMP v klinickém vyzkumu
jsou metody enzymatické, imunochemické a fluorimetrické. Ve studiich in vivo nabizi tyto

zobrazovaci metody mnoho vyhod pro vyzkum rakoviny a v diagnoze.

Fluorimetrické metody

Fluorimetrické metody vyuzivaji fluorescencné znaCenych substrati pro detekci
a stanoveni riznych MMP. Bézné pouzivany fluorescencni Stitek pii detekci enzymatické
aktivity MMP je fluorescein isothiokyanat (FITC). Po rozkladu substratu se uvolni
fluorescencni molekuly a to zplisobi uvolnéné fluorescence. Fluorescence je pfimo umeérna
degradaci substratu [94]. Dostupnost ruznych fluorescen¢nich sond, véetné infracervenych
(IR) fluorescen¢nich sond umoznuje soucasné detekovat a kvantifikovat nékolik raznych typa

MMP [86-88].
Enyzmatické metody

Pouziti modifikovanych substratt

Zelatina je substratem pro nékteré MMP a je tedy ¢asto pouzivanou modifikaci v testech na
MMP. Biotinylovana Zelatina pouzivana jako substrat pro nékteré MMP degraduje
metaloproteinazy. Fragmenty jsou zachyceny na mikrotitranim povrchu a vizualizuji se
kfenovou peroxidazou (HRP) konjugovanou s avidinem. Cinnost HRP je pak detekovana
pomoci chromogenniho substratu. Absorbance konecného barevného produktu je pfimo

umérna mnozstvi zbyvajici Zelatiny, ktera je nepiimo imérna ¢innosti gelatinazy [35, 89-91].

Zymografie

Zymografie je jednoducha kvantitativni metoda, které mize byt pouzita pro pfimé stanoveni
a studium prostorového rozlozeni MMP a jejich inhibitorti [92]. Metoda zahrnuje
elektroforetickou separaci proteinti podle denaturace (sodium-dodecylsulfat) a to bez omezeni
podminek prostiednictvim polyakrylamidovém gelu, ktery obsahuje substraty (napt. Zelatinu,

kasein nebo kolagen) [35].
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Imunohistochemické metody

Western blotting

Velmi citliva kvalitativni metoda je kvalitativni a vyzadujici moznosti blottingu, pfenosu
elektroforeticky rozdélenych protilatek na adekvatni membranu s ndslednou vizualizaci dané
protilatky reakci s patficnym antigenem. Metoda se nyni vyuziva naptiklad pfi stanoveni
protilatek proti jednotlivym antigennim determinantam borelii a pti stanoveni protilatek proti

extrahovanym nuklearnim antigenim [93].

ELISA (enzym-linked immunosorbent assay)

Nejcastéji vyuzivana metoda v klinické diagnostice pro stanoveni proteinu (antigenu) nebo
protilatky ve vzorku. Vyuziva n¢kolik protilatek — prvni (primarni) se specificky vaze ke
stanovovanému antigenu a druhd, detek¢ni (sekundarni), reaguje se vzniklym komplexem
primarni protilatka-antigen. Na sekundarni protilatku je navazan enzym pro detekci signalu

(odtud nazev enzym-linked). Analyza se zpravidla provadi v mikrotitraénich destickach [94].

2.4. Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC) se rozvijela jako jedna z modernéjSich metod, které puvodné
vychazely z tzv. histochemie. Ptvodni histochemie vznikala pfiblizné od 30. let 20. stoleti na
hranici histologie a analytické chemie a biochemie. Jejim cilem je identifikovat a lokalizovat
chemické latky v misté jejich vyskytu v tkanich na Grovni histologické ¢i cytologické [95].

Zakladnim cilem imunohistochemickych a imunocytologickych metod je detekce
specifickych antigennich determinant (molekul ¢i jejich ¢asti) s vyuzitim imunologické vazby,
tj. na principu vazby antigenu a protilatky. Tuto vazbu si miZeme obrazné predstavit jako
vztah specifického klice (protilatky, ktera je zpravidla volnd) k zamku (tkdnovému antigenu,
jenz je zpravidla pevné fixovan na urcitou strukturu, napi. na povrch bunky. Existuji ovSem
i obracené modifikace, kdy naopak protilatky nachazejici se v tkani mizeme detekovat tak, ze
k nim ptidame v roztoku piislusné antigeny [13].

Jde o vySetteni, kdy na principu vazby antigen-protilatka s naslednou barevnou
zobrazovaci akei lze klasickém parafinovém histologickém fezu prokazovat a lokalizovat
vlastné jakoukoliv urcenou latku s antigenni povahou, proti které lze pfipravit piisluSnou
primarni protilatku. Imunohistochemicka vySetfeni vyznamné pomahaji ve zpfesnéni
a objektivizaci histologické diagndzy. Kromé uréeni sméru diferenciace ¢i ptivodu bunék
umoznuji napt. i ur€ovat proliferujici nebo imortalizované buiiky v nadoru i nenddorové tkani

[96].
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Pouzité¢ protilatky mohou byt bud polyklondlni nebo monoklondlni. Polyklonédlni
protilatky pfedstavuji mnozinu imunoglobulinti, ktera reaguje s fadou antigennich epitopti na
konkrétni molekule. Velmi ¢asto se jedna o sérum imunizovaného zviifete. Zndzornéni
vysledku priikkazu pfitomnosti urcitého antigenu je rtiznd. V principu je mozno pouzit dveé
zakladni metody prikazu: piimou (jednokrokovou) ¢i neptimou (miniméalné¢ dvou krokovou)

metodou [97].

2.4.1. Typy imunohistochemickych metod

Ptima metoda
Jde o nejjednodussi zplsob lokalizace antigenu ve tkéani [13]. Pfi pfimé metod¢ je protilatka
zaddané specificity konjugovana s fluoroforem nebo enzymem. Pii tom se vSak enzym
(fluorofor) konjugovany se specifickou protilatkou miize navédzat na jeji doménu, kterou se
vaze na antigennim determinantu, a tak stericky zabrani této specifické vazbé [98]. Piimé
metody lze uzit, je-1i antigen ve studované tkani pfitomen v dostatetné vysoké koncentraci.
Nejlépe se uplatnuji na nativni fezy, k tkanim zalitym do parafinu jsou malo citlivé. I pies

nenarocnost provedeni jsou v soucasné dobé malo pouzivané [99].

Pfima metoda

HRP
Antigen
mi O

Obrazek 10: Schéma piimé metody

Podstatou je pfimé znaceni protilatky napi kovem nebo fluoresceinem

Nepiimé dvojstuptiova metoda

U dvoustupniovych metod je enzym nebo fluorofor navdzany na sekundarni protilatku, ktera se
navaze na specifickou protilaitku primarni. Pfednosti nepfimych metod je 1 jejich vétsi
citlivost, coZ je zplsobeno tim, Ze na kazdou primarni protilatku miize byt navazano nékolik
molekul znacené sekundarni protilatky [98]. Neptimé IHC metody jsou ve srovnani s pfimymi

sice komplikovangjsi, ale vyhodou je, ze mohou byt mnohem citlivéjsi [13].
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Neprima dvojstupnova metoda

\4 Sekundarni

/ S protilatka
Primarni
protilatka

Obrazek 11: Schéma nepiimé dvojstupiiové metody
Dvojstupniova metoda je zalozena na imunologické vazbé sekundarni znac¢ené protilatky na protilatku

primarni.

Nepiimé trojstupnové metody

Jedna se o amplifikaéni metody slouZici k zesileni signalu v ptipad¢, ze mnozstvi molekul
antigenu v tkani je nizké. V prvni fazi reaguje primarni specifické antisérum s antigenem
prokazovanym v tkani. Ve druhé fizi je aplikovana neznacCena specifickd protiladtka proti
imunoglobulinlim zvitete, jehoz protilatky se pouzivaji Vv prvni a tteti fazi. Ve tfeti fazi
nanaSime znaCeny komplex, napiiklad PAP, tj. peroxidaza-anti-peroxidazovy komplex.

Metodika je citlivéj$i neZ obé metody predeslé, avsak ¢asoveé narocnéjsi [13].
Nepfima trojstupniova metoda
Terciaini
protilatka

Sekundarni
protilatka

Primarni
protilatka

wi

Obriazek 12: Schéma nepiimé trojstupniové metody
V této metodée se nejdiive vaze primarni protilatka proti hledanému antigenu. Ve druhé fazi se ptidava
protilatka, kterd je namifena proti imunoglobuliniim zvitete, jehoz protilatky se pouzivaji v prvni

a tfeti fazi. Tato protilatka také neni znacena. Je oznaCovana jako protilatka spojovact.
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Peroxidaza-anti-peroxidazovy komplex (PAP)
U metody PAP (peroxiddza-antiperoxiddza) se vyuziva rozpustny komplex skladajici se z tii
molekul peroxidadzy a dvou kréli¢ich protilatek proti peroxidaze (Kpap). Tento komplex je
vazan na primarni protilatku pfemostujici protilatku. Primarni protilatka je krali¢i, zamétena
proti lidskym antigenim (K anti-hum), sekundarni protilatka je zpravidla praseci, zamétena

proti krali¢i, tedy primarni protilatce (anti-K) [98].

Avidin-biotin komplex (ABC)
Nejvice pouzivana trojstupnova metoda je avidin-biotin komplex (ABC) nebo také
streptavidin-biotin komplex (SABC). Avidin je proteinem vaje¢ného bilku. Streptavidin je
avidin izolovany z bakterie, vyraznéjsi reakci [99]. ABC metody vyuzivaji k detekci
protilatek vysoké vazebné afinity mezi avidinem-biotinem. Na primarni specifickou protilatku
navaze sekundarni protildtka konjugovana s biotinem. Tretim stupném je komplex
avidin - biotin - peroxidaza, ktery se na sekundarni biotinylovanou protilatku pevné navaze
a propujci sestaveé vyrazné zesileni signalu. V dal$im se pak vizualizuje vhodnym systémem

[98].
2.4.2. Tvorba parafinovych bloku

1. Odbér vzorku z resekované tkané

Pted fixaci vybere patolog vhodné, reprezentativni vzorky tkéni pro histologické vySetieni.
Odebirana tkan nesmi byt nekroticka [100]. Cely postup zahrnuje Sest po sobé jdoucich etap.
Jsou to: odbér materidlu, jeho fixace, zalévani materialu, krajeni fezli, barveni fezl a jejich
montovani. Odebrany materidl se musi peclivé oznaCen a odeslan do laboratofe
s tzv. histologickou pruvodkou, obsahujici zdkladni identifikacni udaje (jméno pacienta,

organ, druh fixa¢ni tekutiny, pozadované vysetteni, datum odbéru, aj.).

2. Fixace materialu

Tkéné a organy po zastavé piisunu kysliku rychle podléhaji autolyze, ktera je zplsobena
degradaci bunécného obsahu uvolnénymi enzymy. K zamezeni autolyzy se pouziva fixace,
jejiz podstata tkvi v koagulaci a denaturaci bilkovin bunék a tkdni. Fixace vzorkl z tkani
a organu se provadi pomoci fixa¢nich prostiedkt [101]. Jako fixa¢ni tekutina se zpravidla
pouziva 10% roztok formaldehydu (n€kdy s riznymi ptisadami). Fixace trva (podle velikosti

vzorku) zhruba 24 hodin [100].

22



3. Syceni tkdni parafinem a zalévani materidlu

Parafin je nerozpustny ve vodé, proto je cely proces zalévani pomérné dlouhy, musi
zahrnovat odvodnéni vzorku (vzestupna alkoholova tada - 60, 80, 90, 96 a 100%), prosyceni
latkou, ktera rozpousti parafin a je misena s alkoholem (napf. xylen, metylsalicylat) - zde
dochazi k projasnéni vzorku. Déle se vzorky postupné prosycuji parafinem ve 3 laznich pii
teploté 62°C, aby se odstranil xylen. Tento postup je s vEtsi ¢asti mozno provést automaticky
v pristroji — autotechnikon. Prosyceny vzorek se pak zaléva v zalévacich komurkach

parafinem a po zchladnuti se ziska tkanovy blocek, ktery je pfipraveny ke krajeni [102].

4. Rezani tkané, piiprava histologickych fezi

Po zaliti do blocku jsou z blo¢kli odkrajovany tenké fezy pro dalsi histologick4 vyhodnoceni.
Pro krajeni se pouZzivd zafizeni zvané mikrotom. Velmi ostry niZ nebo specidlni Ziletka
odkrajuje z parafinového blocku platky silné piiblizn¢ 4pum. Tenké fezy jsou poté
rozprostreny na vodni ladzeni a odtud pifeneseny na podlozni sklicka. Takto ptipravena

a popsana podlozni skli¢ka se mohou dale dehydratovat, deparafinizovat a barvit [100].

2.4.3. Tkanové mikroarray

Technika tkanové mikroaray (Tissue mikroarray = TMA) otevirda nové moznosti
vySetieni, Vvnémz se spojuje tradiCni histologie Stechnikou molekulové biopsie. Tato
technologie spojuje desitky az stovky parafinovych vzorki vlozenych do jednoho
recipientniho parafinového bloku tak, Ze z pavodniho (donorového) tkéanového bloku
S oznacenym Mistem urenym pro zkoumani se vykroji vzorky o priméru vétSinou
1,8 mm - 3 mm [103, 104]. Tyto vyfezané tkan¢ z ruznych mist téhoZz tumoru se poté
postupné vkladaji do recipientnich bloki. Tim se ziska recipientni blok se stovkami riiznych
vzorkl, Z néhoz se udélaji tisice fezi, které se pak testuji imunohistochemicky na pfitomnost
nebo nepfitomnost riznych antigeni nebo se vyuZziji pro molekularni biologické vySetfeni.
Vysledky se uklddaji do databdzi a v korelaci s klinickym pribéhem a hodnoti se pomoci
pocitaca [103].

TMA umoznuje vyzkumnikim provadét mikroskopické studie na recipientnich
blocich, coz zajiStuje snizeni mnozstvi potfebnych materidli a reagencii potiebnych pro
vizualizaci cile. DalS§i vyhodou je jednotné barveni a cteni, ¢imZz se zlepSuje jejich

reprodukovatelnost [105].
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Tato technologie by neméla byt zaménovana s DNA microarray, kde kazdd mald skvrna
predstavuje jedinecné klonovani cDNA nebo oligonukleotidu. V tkanové microarray obsahuji

tkanové bloky ¢asti unikatnich tkani a tumort [106].

Obrazek 13. Schéma pripravy TMA bloku Obrazek 14. Galileo TMA CK 3500 [104]
[107]
Z donorového bloku vyiezeme dutou jehlou tkan, Ptistroj pouzivany v ramci této prace.

kterou poté vlozime do recipientniho bloku. Po
zaplnéni celého recipientniho bloku se TMA blok
nafeze na tenké platky a uchyti na podlozi sklicko.
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3. PRAKTICKA CAST

V souboru 30 pacientii byly metodou imunohistochemické detekce proteinu MMP-19
hodnoceny vzorky nadorové tkané stieva. Skupinu pacienta tvofili zeny i muzi ve véku od
44-84 let. Pomér pohlavi v nasi skupiné je vyrovnany a primérny vék se pohybuje okolo

66 let. Vzhledem k zachovani anonymity byli pacienti oznaceni Cisly.
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4. MATERIAL A METODA

4.1. Biologicky material
Z Ustavi klinické a molekularni patologie LF UP a FN Olomouc nam byly zapijéeny

parafinové bloky s nddorovou tkani, z kterych jsme vytvofili proteinové array.

4.2. Chemikalie

Deionizovana voda, etanol (70 %, 80 %, 100%), xylen (LachNer), aceton (LachNer), citrat
sodny dihydrat (Aldrich, kat. ¢. BA-9200), KCI, NaCl, KH,PO,, Na;HPO4.2H,0, Tween 20
(Sigma, kat. ¢. 37470), HCI, 30% H,0O, Tween 20 (Sigma, kat. ¢. 37470), bovinni albumin
frakce V (Sigma, kat. ¢. 85040C-1K), susené odtu¢néné mléko (Laktino), 10 % NaNs (Sigma,
kat. ¢. 26628-22-8), fetalni sérum, KAI(SO.)2.12H20 (Sigma, kat. ¢. A-6435), hematoxylin
(Sigma, HI-00801), priméarni protilatka MMP19 - 5, Dako EnVision™ + Dual Link System-
HRP (K4061), Liquid DAB + Substrate Chromogen System (DakoCytomation,
kat. ¢. K3466), pertex (Histolab AB, Bamed), hematoxylin (Sigma, kat. ¢. H 3136)

4.3. Pristrojové vybaveni

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

(Fisher Scientific), digitalni timer

4.4. Material

kladné nabita podlozni skla (Thermo scientific), kryci skla 24 x 40 mm (Bamed), barvici
nadoby, parafinovy fix Liquid blocker, vlhka komiirka, automatické pipety (100 - 1000 pl)
+ Spicky, odmérné valce, kadinky, 1,5ml mikrozkumavky, odpadni lahev, bunicina, skalpel,

pinzeta, gumové rukavice, centrofix
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4.5. Imunohistochemicka detekce protilatek: MMP19 - 5
4.5.1. Piiprava vzorki
Tvorba tkanovych mikroarray

Parafinové bloky byly zpracovany do TMA tkéanovych blokd (tissue arrays) pomoci
manualniho piistroje Galileo TMA CK 3500. Po nastaveni ptistroje na pozadované parametry
jsme zacali postupné vyiezavat dutou jehlou o priméru 1 mm mikro-valce a vkladali je do
nového, recipientniho bloku. Vyfezavali jsme vzdy oblast oznacenou, jako primarni nador,
dal8i vyfez mimo nadorovou tkan a na konci série jsme zaradili jeSté dva bloky tkéani jako

negativni kontrolu.
Krajeni tkanovych mikroarray

Vzorek, ve formé blocku, byl nafezan na 4 pm tenké fezy a uchycen na pozitivné¢ nabitd
podlozni sklicka. Tato sklicka se poté pies noc inkubovala pii teploté 56 °C a po inkubaci
byla ptipravena pro dalsi histologicka vySetfeni.

4.5.2. Priprava roztoku

a) 10 mM Citratovy pufr (pH 6)

Pro ptipravu 10 mM citratovy pufr o pH 6,0 navazenim 2,9 g citratu sodného dihydratu.
Navazku rozpustime v 1 litru deionizované vody a upravime pH na nami pozadovanou

hodnotu 6,0 pomoci HCI. (Skladujeme za chladu v lednicce pti teploté +1 az +10°C).

b) Zasobni roztok 10x koncentrovany PBS
Navazime si 80 g NaCl, 2 g KCI a 32,1 g Na;,HPO, . 12 H,0. Navazky rozpustime

Vv deionizované vod¢ a doplnime do 1 litru. Upravime pH na hodnotu 7,4.

c) 1x PBS sTweene 20 — promyvaci pufr

Smichdme 100 ml 10xPBS, 900 ml deionizované vody a 1 ml Tweenu 20. (Pfed kazdym

pouzitim ptipravime Cerstvy!)

d) Roztok, pro blokaci endogenni peroxidasy

Roztok piipravime smichanim (10 ml 30% H20, a 90 ml PBS s Tweenem) 3% peroxid.
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e) Bloka¢ni mléko

Navazime si 3 g suSeného odtuénéného mléka, a 2g 2% (ALB) bovinni albuminové frakce.

Rozpustime je spolu s 1 ml 3% NaNj3 nejprve v 50 ml 1x PBS s Tweenem a poté dolijeme do
100 ml.

) Redici roztok pro primérni protilatku

Redici roztok piipravime smichanim 900 pl 1x PBS, 100 pl Fetalniho séra a 10 pl 10%
NaNj3 (Roztok pripravujeme vzdy Cerstvy.)

o) Redici roztok pro sekundarni protilatku

Redici roztok piipravime smichdanim 900 pl 1x PBS a 100 pl Fetalniho séra. (Roztok

pfipravujeme vzdy cerstvy.)

h) Hematoxylin

Odmetime 50 ml 5% kamence hlinitodraselného, 1 ml 10% hematoxylinu v 96% EtOH, 1 ml
2% kyseliny jodisté, 10 kapek 3% konc. HCI. Skladujeme pii laboratorni teploté
(18°C —27°C).

5% zasobni roztok kamence hlinitodraselného (KAI(SO,),.12H,0):
Navazku 5 g KAI(SOy), .12H,0 rozpustime ve 100 ml deionizované H,O
10% zasobni roztok hematoxylinu v 96% EtOH:

Navazku 1 g hematoxylinu rozpustime v 10 ml 96% EtOH

2% zasobni roztok Kkyseliny jodisté:

Navazku 0,5 g Hs1Og rozpustime ve 25 ml deionizované H,O

3% zasobni roztok konc. HCI (35%):

Do 91,4 ml deionizované vody piidame po kapkach 8,6 ml konc. HCI.
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4.6. Samotna imunohistochemicka detekce

4.6.1. Deparafinizace Fezii:

Po inkubaci je nutné vzorky deparafinizovat (pomoci xylenu) a dehydratovat (alkoholovou
fadou). Pripravime si tedy Sest barvicich nadobek s vickem. Do tfech nalijeme xylen a do

dalsich pak 70 %, 80 % a 99,5 % ethanol.

Deparafinizaci vzorkt provadime tak, ze sklicka inkubujeme v barvicich nadobkach 5 minut
dle niZze uvedeného schématu:

Xylen — 5 min.
Xylen — 5 min.
Xylen — 5 min.

99,5 9% etanol — 5 min
80 % etanol — 5 min
70 % etanol — 5 min

Po vyjmuti preparatii z ethanolu sklicka osusime pfitisknutim hrany skla na savou podlozku
a vlozime do barvici nadobky s destilovanou vodou. Skla 3x promyjeme deionizovanou

vodou.

4.6.2. Postup imunohistochemické detekce

Zpracovani fezu ve vodni lazni

Barvici nddobku, vhodnou pro zahiivani ve vodni lazni, naplnime roztokem citratového pufru
a predehiejeme ji na 95-99°C. Po vyhiati ponofime preparaty do takto predehiatého pufru
a inkubujeme po dobu 40-ti minut na 95-99°C. Inkubované vzorky vytahneme z lazné
a nechdme zchladnout asi 20 minut pii pokojové teploté. Po zchladnuti vylijeme z barvici
nadobky citraitovy pufr a nahradime ho deionizovanou vodou. Opldchneme preparaty
destilovanou vodou jesté¢ 2 x a ponofime do kyvety s 1x PBS koncentrovanym pufrem na

5 minut.

Blokace endogenni peroxidazy

Po fixaci, deparafinizaci, redehydrataci a odmaskovani umistime preparaty do piedem
pfipraveného (vzdy cCerstvého) roztoku pro blokaci endogenni peroxidazy. Inkubujeme

10 minut pfi laboratorni teploté a poté 2x rychle oplachneme v roztoku 1x PBS s Tweenem.

29



Oplach preparatu

Po rychlém promyti nechame vzorky v kyveté na 5 minut oplachnout v novém 1x PBS

s Tweenem. To pak jeSté 2x opakujeme.

Blokace v bloka¢nim mléce

Vzorky ponotfime do kyvety s piedem piipravenym roztokem blokacniho mléka a pfii

laboratorni teplot¢ je inkubujeme 1 hodinu.

Oplach preparatu

Po hodin€¢ 2x rychle proplachneme v kyvet¢ v pufru 1x PBS s Tweenem a poté opét

opakujeme promyti 2x po péti minutach v nové roztoku 1x PBS s Tweenem.

Aplikace primarni protilatky MMP-19 5

Pied nanesenim protilatky sklitka osu$ime. Rez nesmi vyschnout! Parafinovym fixem
ohrani¢ime nanesenou tkan, aby nam latka nestékala, a naneseme 200 pl primarni protilatky.
Preparaty vlozime do vlhké komitrky, uzavieme ji a inkubujeme tfez s protilatkou v chladu

v ledni¢ce ptes noc.

Oplach preparatu

Nasledujici den vyjmeme vzorky z komurky, vlozime je do kyvety s 1x PBS s Tweenem,
2x rychle proplachneme timto pufrem, pfilijeme novy pufr a nechame po 5-ti minutach

2x v tomto pufru inkubovat.

Aplikace sekundarni protilatky En Vison+ Dual Link Systém -HRP

Odstranime ptebytecny pufr a otfeme podlozni skla. Priddme 200 pl nefedéného

polymeru/HRP a pokryjeme jim vzorek. Inkubujeme 30 minut.

Oplach preparatu

Opatrné oplachneme pufrovym promyvacim roztokem a vlozime na 5 minut do Cerstvé
pufrové lazn€ a poté opét opakujeme promyti 2x po péti minutach v nové roztoku 1x PBS

s Tweenem.
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DAB+ vizualizace

Tésné pred nanesenim si pripravime roztok dikladnym promisenim 1ml substratového pufru
DAB+ s 1 kapkou (25-30 pul) chromogenu DAB+.

Odstranime piebyte¢ny pufr a otifeme podlozni skla. Pfiddme 200 pl pracovniho roztoku
DAB+ a pokryjeme jim vzorek. Inkubujeme 10 minut. Opatrné oplachneme v deionizované

vodé. Odpadni roztok DAB+ vylijeme do nadobky na nebezpe¢né materialy!

Podbarveni hematoxylinem

Po promyti a vizualizaci preparaty vloZime do barvici nadobky s hematoxylinovym barvivem
inkubujeme asi 30 sekund pii laboratorni teploté. Po 30 sekunddch preparaty vytdhneme,
dame do barvici naddobky s destilovanou vodou a tu pak umistime pod tekouci vodou na

3 minuty. Nasledné preparaty oplachneme v destilované vodé.

Odvodnéni a montovani

Pted zahajenim dehydratace si nachystame do barvicich nadobek 75 % ethanol, 95 % etanol,
100 % etanolu a xylem na projasnéni vzorkd. Preparaty oplachneme nejdiive v 75 % etanolu
— 30 sekund, poté 95 % etanolu — 30 sekund a nasledné ve 100 % etanolu — 30 sekund.
V xylenu inkubujeme 1 minutu.

Preparaty vytdhneme z xylenu, osuSime a zamontujeme do montovaciho media Pertex. Takto

hotové preparaty jsme hodnotili pod svételnym mikroskopem.
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5. VYSLEDKY

Imunohistochemicka detekce MMP-19 byla provedena na souboru 30 pacientt,
u kterych byl diagnostikovany nador tlustého stieva. Dva pacientské vzorky byly
nezhodnotitelné a dale nebyly zahrnuty do vysledné analyzy. U 8 pacientu (4, 8, 12, 14, 20,
26, 27, 27) bylo prokazano, Ze se nejedna o karcinom, ale pouze o0 nizce diferenciovany
neuroendokrinni tumor tzv. karcinoid (= semimaligni tumor, ktery se nékdy chova nezhoubné,
nékdy vsak tvori metastdzy). VSech 8 pacientu bylo zatazeno do statistik, jelikoz se jednalo
o maligni nadory.

Pro tdely této prace se testovala exprese MMP-19 v jednotlivych typech bunék. Uplna
exprese MMP-19 v nadorovych bunkach byla z 28 vzorka u 19 (67,86 %). 5 vzorka (17,85 %)
bylo sttedné pozitivnich, 2 vzorky (7,14 %) vykazovaly nizkou pozitivitu a u 2 (7,14 %) z 28
byla exprese negativni. Vysoce pozitivni exprese bazalnich nenddorovych bunék byla
zaznamenana u 18 vzorka (64,3%), 1 vzorek (3,57 %) byl stiedné pozitivni a zbylych
9 vzorka (32,14 %) nebyly napadeny zadné bazalni bunky. Expresi stromalnich bunék
vykazovalo 20 vzorka (71,43 %), stfedné pozitivni byly 3 vzorky (10,71 %) a 5 (17,86 %)

z celkového poctu 28 testovanych vzorku vykazovalo negativitu exprese stromalnich bunék.

Tabulka 2. Exprese proteinu MMP-19 v procentovém zhodnoceni

Intenzita exprese Nadorové bunky Bazalni nfnadomve Stromalni bunky
bunky
Vysoka pozitivita 19 (67,86 %) 18 (64,3%) 20 (71,43 %)
(100 — 61 %)
Sti‘edni pozitivita 5 (17,85 %) 1 (3,57 %) 3 (10,71 %)
(60 — 30 %)
Nizka pozitivita 2 (7,14 %) 0 0
(29 — 10 %)
Negativita 2 (7,14 %) 9 (32,14 %) 5 (17,86 %)
(9-0%)
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Obrazek 13. Vizualizace MMP-19 imunohistochemikou Obrazek 14. Vizualizace MMP-19 imunohistochemickou

detekci. Negativni tkan. (20x zvétSeni) detekei. Pozitivni tkan. (20x zvétSeni)

Kromé testovani exprese MMP-19 v bunkach byly také dohledany dalsi informace, ve
spolupraci s patologem, podstatné pro nasi analyzu (Tab. 3).

V nasem souboru 17 pacientd (60,71 %) mélo adenokarcinom. U dalsich 3 pacientti
(10,71 %) byla nalezena duplicita s jinym typem nadoru, u 1 pacienta (3,57%) byla nalezena
triplicita (nizce diferenciovany neuroendokrinni tumor/ chronicka leukémie/ adenokarcinom),
v 6 ptipadech (21,43 %) Slo o adenokarcinom S nizce diferenciovanym neuroendokrinnim
tumorem a ul pacienta (3,57%) byl diagnostikovin pouze nizce diferenciovany
neuroendokrinni tumor.

Vyskyt vzdalenych metastaz byl potvrzen u 11 (39,29 %) pacientii. Z hodnoceni podle
klinické klasifikace o poctu vzdalenych metastaz (M) vyplyva, Ze 11 (39,29%) pacientd mélo
vice neZ jednu vzdalenou metastazu, klasifikovano jako M1 a u 17 (60,71 %) se vzdalené
metastaze neobjevily vibec, kalcifikovano jako MO. Co se umisténi vzdalenych metastaz
tyce, tak u 9 (32,14 %) se vyskytly na jatrech, u 2 ptipadi (7,14 %) pak v meékkych tkanich.

U 12 pacientl (42,86 %), byly nalezeny metastazy v miznich uzlinach a u zbylych
16 pacientii (57,14 %) nebyly metastazy v uzlinach nalezeny viibec. Podle klinické klasifikace
0 poctu metastaz v miznich uzlinach (N), byly u 2 piipadt (7,14 %) diagnostikovany
metastazy ve stadiu N3 ( metastazi vetsi nez 6 cm), U 6 (21,42 %) ve stadiu N2 (velikost

metastaz mezi 3-6 cm) a u 3 (10,71 %) ve stadiu N1(metastaza na jedné uzliné do 3 cm).
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U naseho souboru byly dohledany také hodnoty pT nadoru, které podle patologické
klasifikace hodnoti zavaznost prorstani nadorovych bunék do hloubky stieva. Nador
postihujici submucosu, tedy kategorie pT1 postihla v nasi skupin¢ 3 pacienty (10,71 %),
6 pacienti (21,43 %) bylo zafazeno do kategorie pT2, nador postihuje svalovou vrstvu
sliznice. 14 pacientd (50 %) je v kategorii pT3, u nich nador postihuje nebo se §iti do
neperotonealizované perikolické nebo periktalni tkané a 3 pacienti (10,71 %) byly zatazeny
do kategorie pT4, kdy nador piimo postihuje i jiné organy ¢i struktury. U 2 (7,14 %) pak pT
nebylo mozno dohledat.

Stupent diferenciace tzv. grading nadoru (G), charakterizuje morfologické zmény
neoplastické populace bunék. Stupenn G1 tj. dobie diferencovany nador u nasi studované
skupiny byl popsan u 9 pacienti (32,14 %), stfedné diferencovany nador tj. stupen G2 mélo
12 pacient (42,86 %) a u 4 byl nizce diferencovany nador, odpovidajici stupné G3.
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Tabulka 3. Pehled miry exprese MMP-19 v jednotlivych typech bunék a souhrn vyskytu metastaz s jejich diagnozou

Nadorové Bazilnich Stromalni | Uzlinové ulei’:oé et’ch Vzdalené Umisténi vzdl;(l)eélelt’ch
Vzorek Typ karcinomu buiiky nenidorové builky | metastizi meta:tyz’lz metastazi | YZddlenyeh | T éz pT® | Diagnoza® | Diferenciace® | Duplicita
bunky (N)l metastaz (M)2
1. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 0 0 0 X X 1 C20 G1 0
2. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 0 0 0 X X 2 C20 G2 0
3. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 1 2 0 X X 3 C20 G1 0
4. karcinoid/adenokarc. 100% 0% 100 % 1 2 1 jatra 5 3 C18.7 duplicita
5. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 1 2 1 jatra 2 3 C18 Gl 0
6. adenokarcinom 65% 100 % 100 % 1 3 1 jatra 3 4 C20 G2 0
7. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 1 1 1 jatra 2 3 C18 G2 0
8. karcinoid/adenokarc. 100% 100 % 100 % 1 3 1 jatra mnohocetné | 3 C18 duplicita
9. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 0 0 0 X X 3 C20 G3 0
10. adenokarcinom 50% 0 0 0 0 0 X X 3 C20 G2 0
11.] adenokarc./melanom 100% 100 % 100 % 0 0 0 X X 0 C18 G2 duplicita
12. Karcinoid 10% 0 50 % 0 0 0 X X 0 | nedohledano 0
13. adenokarcinom 0% 0 0 0 0 0 X X 1 C20 Gl 0
14.] karcinoid/adenokarc. 100% 100 % 100 % 1 2 1 jatra 3 2 C18 G2 duplicita
15. adenokarc./ca.plic 100% 100 % 100 % 1 1 0 X X 3 C18 G3 duplicita
16. adenokarcinom 20% 0 40 % 0 0 0 X X 1 C19 G2 0
17.] adenokarc./ca.prostaty 50% 100 % 100 % 0 0 0 X X 3 C18.7 G2 duplicita
18. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 0 0 1 jatra 2 3 C18 G2 0
19. adenokarcinom 100% 100 % 100 % 0 0 1 jatra 1 3 C20 G2 0
20.] karcinoid/adenokarc. 0 0 0 0 0 0 X X 2 C20 Gl duplicita
21. adenokarcinom 100 % 100 % 100 % 1 2 1 mékke 1 4 C18 G3 0
22. adenokarcinom 60 % 100 % 100 % 1 3 1 mékke 1 4 C18 G3 0
23. adenokarcinom 100 % 100 % 100 % 1 2 1 jatra, kosti 3 C20 G1 0
24. adenokarcinom 100 % 100 % 0 0 0 0 X X 3 C18 G2 0
25. adenokarcinom 100 % 60 % 60 % 0 0 0 X X 2 C20 Gl 0
26.] karcinoid/adenokarc. 100 % 0 0 0 0 0 X X 3 C20 Gl duplicita
27.] karcinoid/adenokarc. 50 % 0 100 % 0 0 0 X X 2 C20 Gl duplicita
28. ] karcinoid/leuk/adenom. 100 % 0 100 % 1 1 0 X X 2 C18.7 G2 triplicita
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Vysvétlivky [108]:

1. Regionalni mistni uzliny — N (Regiondlnimi miznimi uzlinami jsou mizni uzliny kréni)

NX  regiondlni mizni uzliny nelze zhodnotit

NO  vregiondlnich miznich uzlindch nejsou metastazy

N1  metastdza v jediné mizni uzlin€, 3 cm nebo méné v nejvetsim rozméru

N2  metastdza v miznich uzlinach od 3cm (nebo mén¢ v nejvétsim rozméru) az 6cm
(v nejvétsim) rozméru), tedy od jedné jednostranné mizni uzliny po oboustranné ¢i
druhostranné mizni uzliny

N3  metastdzy v mizni uzlin€ (uzlindch) vétsi nez 6 cm v nejveétsim rozmeru

2. Vzdalené metastazy — M

MX  vzdalené metastazy nelze hodnotit
MO  nejsou vzdalené metastazy

M1  vzdalené metastazy

3. Patologické klasifikace pT (prorustani nadorovych bunék do hloubky)

pT1 —nador postihuje submukozu
pT2 - nador postihuje tunica muscularis propria
pT3 - nador postihuje nebo se §ifi do neperotonealizované perikolické nebo periktalni tkané

pT4 — nador ptimo postihuje jiné organy ci struktury a/nebo prorusta na visceralni peritoneum

4. Diferenciace (morfologické zmény neoplastické populace bunék)

Gl  velmi diferencovany nador
G2 stfedné diferencovana nador

G3  nediferencovany nador

5. Diagnéza:
C20 zhoubny novotvar koneéniku — rekta

C18 zhoubny novotvar tlustého stieva
C18.7 esovity tra¢nik — colon sigmoideum

C19 zhoubny novotvar rektosigmoidedlniho spojeni
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6. Vysledky

Statisticka analyza dat byla provedena pomoci softwaru Statistica 8. Jako statisticky vyznamna
byla povazovdna hladina testu 0<0,05. Pfi testovani byl pouzit x? test nezavislosti
v kontingen¢nich tabulkach. Za pozitivni byly povazovany vSechny bunky s intenzitou exprese
vyssi nebo rovnou 10 %.

Bylo zjisténo, ze nadorové bunky ovliviiuji expresi proteinu MMP-19 u bazalnich nenadorovych
bunék (p<0,008) (Tab. 4) a i u stromalnich bun¢k (p<0,019) (Tab. 5). Taktéz bylo prokazano, ze
bazalni nenddorové bunky statisticky vyznamné ovliviiuji expresi proteinu MMP-19

u stromalnich bunék (p<0,011) (Tab. 6).

Dale bylo porovnavano, zdali exprese proteinu MMP-19 ma vliv na tvorbu vzdalenych metastaz
a popiipad¢ existuje-li néjaky vztah s jejich umisténim. Bylo zjisténo Ze, exprese proteinu
MMP-19 u nadorovych bunék (p<0,14) (Tab. 9) nema vliv na pfitomnost nebo neptitomnost
vzdalenych metastaz. Ale u bazalnich nenadorovych bunék (p<0,036) (Tab. 18) a u stromalnich
bunék (p<0,047) (Tab.27) byla nalezena statisticky vyznamna hladina exprimovaného proteinu
MMP-19. Exprese proteinu MMP-19 v bazalnich nenadorovych buiikach a stromalnich bunkach
ma vliv na pfitomnost nebo nepfitomnost vzdalenych metastaz. Nadorové bunky (p<0,54)
(Tab. 10), bazalni nenadorové burky (p<0,21) (Tab. 19) a ani stromalni bunky (p<0,27)
(Tab. 28) nemaji vliv na umisténi vzdalenych metastaz. Co se tyce uzlinovych metastaz, nebyl
potvrzen vliv exprese proteinu MMP-19 jak v nadorovych bunkach (p<0,11) (Tab. 7), tak
i v bazalnich nenadorovych bunkach (p<0,13) (Tab. 16) na jejich tvorbu. Ale u stromalnich
bunék (p<0,033) (Tab. 25) byl prokazan vliv exprimovaného proteinu MMP-19 na tvorbu
uzlinovych metastaz. Nebyl prokazan vliv exprese MMP-19 jak v nadorovych bunkach (p<0,48)
(Tab. 8), tak ve stromalnich bunkach (p<0,21) (Tab. 26) a i v bazalnich nenadorovych buikach
(p<0,38) (Tab. 17), na pocet uzlinovych metastaz.

U naseho souboru byla také zjistovana statisticka vyznamnost exprese proteinu MMP-19 na
prorustani nadorovych bun€k a na stupni diferenciace nadoru. Nadorové burnky (p<0,13)
(Tab. 11), bazalni nenadorové bunky (p<0,29) (Tab. 20) a stromalni buiiky (p<0,79) (Tab. 29)
nemaji vliv na zadnou z kategorii prorlstani nddorovych bunék. Taktéz nadorové bunky
(p<0,14) (Tab. 13), bazalni nenadorové burnky (p<0,24) (Tab. 22) a stromalni bunky (p<0,35)

(Tab. 31) nemaji vliv na stupen diferenciace nadoru.
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Dale bylo porovnavano, zdali existuje néjaka zavislost vyskytu proteinem MMP-19 u pacientl
s adenokarcinomem a nizce diferenciovanym neuroendokrinnim tumorem. Nebyla nalezena
zadna zavislost mezi nadorovymi bunkami (p<0,12) (Tab. 12), stromalnimi bunkami (p<0,53)
(Tab. 30) a adenokarcinomem a nizce diferenciovanym neuroendokrinnim tumorem. Ale byla
nalezena zavislost mezi bazadlnimi nenddorovymi buinkami a adenokarcinomem a nizce

diferenciovanym neuroendokrinnim tumorem (p<0,002) (Tab. 21).

Dale bylo hodnoceno, zdali ma vliv exprese proteinu MMP-19 na lokalizaci nadorového
onemocnéni a na vyskyt dalSiho nddorového onemocnéni. U naseho studovaného souboru bylo
prokazano ze, exprese proteinu MMP-19 u nadorovych bunék (p<0,10) (Tab. 14), bazalnich
nenadorovych bun¢k (p<0,22) (Tab. 23) a stromalnich bun¢k (p<0,76) (Tab. 32) nema zadny
vliv na lokalizaci nddorového onemocnéni. TaktéZ nebyla nalezena zavislost mezi pacienty
s duplicitnimi nebo triplicitnimi nadory a expresi proteinu MMP-19 u nadorovych bunék
(p<0,94) (Tab. 15), bazalnich nenadorovych bunék (p<0,17) (Tab. 24) ani u stromalnich bunék
(p<0,84) (Tab. 33).

Tabulka 4. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich nadorovych bunék vs. bazalni nadorové

bunky.

Bazalni nadorové bunky
Nadorové buriky 0-10% 11-100% soucet v Fadku
0-10% 3 0 3
11-100% 6 19 25
Celk. 9 19 28
p<0,008

Exprese proteinu MMP-19 u nadorovych bunék ma vliv na pozitivitou/negativitou bazalnich

nenadorovych bunék.
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Tabulka 5. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich nadorovych bun¢k vs. stromalni bunky.

Stromalni burky
Nadorové buiky 0-10% 11-100% soucet v Fadku
0-10% 2 1 3
11-100% 3 29 25
Celk. 5 23 28
p<0,019

Exprese proteinu MMP-19 u nadorovych bunék ma vliv na pozitivitou/negativitou stromalnich

bunék.

Tabulka 6. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich bazalnich nenadorovych bunék vs.

stromalni buriky.
Stromalni bunky
Bazalni nenadorové buriky 0-10% 11-100% soucet v Fadku
0-10% 4 5 9
11-100% 1 18 19
Celk. 5 23 28
p<0,011

Exprese proteinu MMP-19 u bazalnich nenadorovych bunék ma vliv na pozitivitou/negativitou

stromalnich bunék.

Tabulka 7. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich nadorovych bunék vs. metastazi

v uzlinach.
Metastazi v uzlinach
Nadorové buiky nepiitomné (0) pritomné (1) soucet v Fadku
0-10% 3 0 3
11-100% 6 19 25
Celk. 9 19 28
p<0,11

Exprese proteinu MMP-19 u nadorovych bunék nema vliv na pfitomnost nebo nepiitomnost

uzlinovych metastaz.
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Tabulka 8. Zavislost

MMP-19 pozitivnich a negativnich nadorovych bunék vs. pocet metastaz

v uzlinach.
Pocet uzlinovych metastaz
Nadorové buiky 0 1 2 3 soucet v Fadku
0-10% 3 0 0 0 3
11-100% 13 3 6 3 25
Celk. 16 3 6 3 28
p<0,48

Exprese proteinu MMP-19 u nadorovych bunék nema vliv na pocet uzlinovych metastazi.

Tabulka 9. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich nadorovych bunék vs. vzdalené

metastazi.
Vzdalené metastazi
Nadorové buinky nepiitomné (0) pritomné (1) soucet v Fadku
0-10% 3 0 3
11-100% 14 11 25
Celk. 17 11 28
p<0,14

Exprese proteinu MMP-19 u nadorovych bunék nema vliv na pfitomnost nebo nepiitomnost

vzdalenych metastaz.

Tabulka 10. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich nadorovych bunék vs. poéet metastaz

v uzlinach.
Umisténi vzdalenych metastaz
Nadorové buﬁky nepfiitomné | jaterni metastazi metastazi soucet v radku
0) metastazi v mékkych | v jatrech a
tkanich kostech
(ky¢le)
0-10% 3 0 0 0 3
11-100% 14 8 2 1 25
Celk. 17 8 2 1 28
p<0,54

Exprese proteinu MMP-19 u nadorovych bun¢k nema vliv na umistnéni vzdalenych metastaz.



Tabulka 11. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich nadorovych bunék vs. stadia

prorustani nadorovych bunék.

pT (proristani nador. bunék do hloubky)
Nadorové buiky pTO pT 1 pT 2 pT 3 pT 4 soucty v radku
0-10% 1 1 1 0 0 3
11-100% 1 2 5 14 3 25
Celk. 2 3 6 14 3 28

p<0,13

Exprese proteinu MMP-19 u nadorovych bunék nema vliv na zadnou z kategorii prorastani

nadorovych bungk.

Tabulka 12. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich nadorovych bunék u adenokarcinomu

a nizce diferenciovaném neuroendokrinnim tumoru.

Typy karcinomu
Nadorové buiiky adenokarcinom nizce diferenciovany soudet v radku
neuroendokrinnim tumoru
0-10% 1 2 3
11-100% 19 6 25
Celk. 20 8 28

p<0,12

Nebyla nalezena zadnd zavislost mezi expresi proteinu MMP-19 u nadorovych bunck

a adenokarcinomem nebo nizce diferenciovanym neuroendokrinnim tumorem.

Tabulka 13. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich nadorovych bunék vs. stupen

diferenciace nadoru.

Stupen diferenciace nadoru
Nadorové bunky G1 G2 G3 soucet v Fadku
0-10% 2 0 0 2
11-100% 7 12 4 23
Celk. 9 12 4 25
p<0,14

Exprese proteinu MMP-19 u nadorovych bun¢k nema vliv na stupen diferenciace nadoru.
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Tabulka 14. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich nadorovych bunék vs. lokalizace

nadorového onemocnéni.

Vzdalené metastazi

Nadorové buiky Nador recta C 20 Nadory tl. stieva C 18 | soucet v Fadku
0-10% 2 0 2
11-100% 10 15 25
Celk. 12 15 27

p<0,10

Exprese proteinu MMP-19 u nadorovych bunék nema vliv na lokalizaci nadoru.

Tabulka 15. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich nadorovych bunék vs. duplicitni

a triplicitni malignity.

Duplicitni malignity
Nadorové buriky Primarni nador Pocet pacienti s Pocet pacienti soucet v Fadku
duplicitni nadory S triplicitnimi
nadory
0-10% 2 1 0 3
11-100% 16 8 1 25
Celk. 18 9 1 28
p<0,94

Nebyla nalezena zavislost mezi pacienty s duplicitnimi nebo triplicitnimi nadory a pozitivitou

nebo negativitou proteinu MMP-19 u nadorovych bunék.
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Tabulka 16. Zavislost

metastazi v uzlinach.

MMP-19 pozitivnich a negativnich bazalnich nenddorovych bunék vs.

Metastazi v uzlinach

Bazalni nenadorové

nepritomné (0)

pritomné (1)

soucet v radku

buriky
0-10% 7 2 9
11-100% 9 10 19
Celk. 16 12 28
p<0,13

Exprese proteinu MMP-19 u bazalnich nenadorovych bun€k nemé vliv na pfitomnost nebo

nepfitomnost uzlinovych metastaz.

Tabulka 17. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich bazalnich nenadorovych bun¢k vs.

pocet metastaz v uzlinach.

Pocet uzlinovych metastaz
Bazalni nenadorové 0 1 2 3 soucet v Fadku
bunky
0-10% 7 1 1 0 9
11-100% 9 2 5 3 19
Celk. 16 3 6 3 28
p<0,38

Exprese proteinu MMP-19 u bazalnich nenadorovych bunék nema vliv na pocet uzlinovych

metastazi.
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Tabulka 18. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich bazalnich nenadorovych bunék vs.

vzdalené metastazi.

Vzdalené metastazi
Bazalni nenadorové nepritomné (0) pritomné (1) soucet v Fadku
buriky
0-10% 8 1 9
11-100% 9 10 19
Celk. 17 11 28
p<0,036

Exprese proteinu MMP-19 u bazalnich nenadorovych bunék ma vliv na pfitomnost nebo

nepfitomnost vzdalenych metastaz.

Tabulka 19. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich bazalnich nenadorovych bun¢k vs.

pocet metastaz v uzlinach.

Umisténi vzdalenych metastaz

Bazalni nenadorové nepritomné jaterni Metastazi Metastazi soucet v radku
buiiky 0) metastazi | v mékkych | v jatrech a

tkanich kostech

(ky€le)
0-10% 8 1 0 0 9
11-100% 9 7 2 1 19
Celk. 17 8 2 1 28
p<0,21

Exprese proteinu MMP-19 u bazalnich nenadorovych bun¢k nema vliv na umistnéni vzdalenych

metastaz.
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Tabulka 20. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich bazalnich nenadorovych bun¢k vs.

stadia prorustani nddorovych bunék.

pT (proristani nador. bunék do hloubky)
Bazalni nenadorové pT O pT1 pT 2 pT 3 pT 4 soulet v Fadku
buriky
0-10% 1 2 3 3 0 9
11-100% 1 1 3 11 3 19
Celk. 2 3 6 14 3 28
p<0,29

Exprese proteinu MMP-19 u bazalnich nenadorovych bun€k nema vliv na zadnou z kategorii

proristani nadorovych bungk.

Tabulka 21. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich bazalnich nenadorovych bungk

u adenokarcinomu a nizce diferenciovaném neuroendokrinnim tumoru.

Typy karcinomu
Bazalni nenadorové adenokarcinom nizce diferenciovany soucet v radku
bunky neuroendoKkrinnim
tumoru
0-10% 3 6 9
11-100% 17 2 19
p<0,002

Byla nalezena zavislost mezi expresi proteinu MMP-19 u bazalnich nenadorovych bunék

a adenokarcinomem a nizce diferenciovanym neuroendokrinnim tumorem.
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Tabulka 22. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich bazalnich nenadorovych bun¢k vs.

stupen diferenciace nadoru.

Stupeii diferenciace nadoru

Bazalni nenadorové Gl G2 G3 soucet v radku
buriky

0-10% 4 3 0 7
11-100% 5 9 4 18

Celk. 9 12 4 25

p<0,24

Exprese proteinu MMP-19 u bazalnich nenadorovych nema vliv na stupen diferenciace nadoru.

Tabulka 23. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich bazalnich nenadorovych bun¢k vs.

lokalizace nadorového onemocnéni.

Vzdalené metastazi

Bazalni nenadorové Nador recta Nadory tl. stfeva soucet v radku
buniky C 20 C18

0-10% 5 3 8
11-100% 7 12 19

Celk. 12 15 27

p<0,22

Exprese proteinu MMP-19 u bazalnich nenadorovych nema vliv na lokalizaci nadoru.
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Tabulka 24. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich bazalnich nenadorovych bun¢k vs.

duplicitni a triplicitni malignity.

Duplicitni malignity

Bazalni nenadorové
buriky

Primarni nador

Pocet pacientii s
duplicitni nadory

Pocet pacienti
S triplicitnimi

soucet v radku

nadory
0-10% 4 4 1 9
11-100% 14 5) 0 19
Celk. 18 9 1 28

p<0,17

Nebyla nalezena zavislost mezi pacienty s duplicitnimi nebo triplicitnimi nadory a pozitivitou

nebo negativitou proteinu MMP-19 u bazalnich nenadorovych bunék.

Tabulka 25. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich stromalnich bun€k vs. metastazy

V uzlinadch
Metastazi v uzlinach
Stromalni buriky nepritomny (0) pritomny (1) soucet v Fadku
0-10% 5 0 5
11-100% 11 12 23
Celk. 16 12 28
p<0,033

Exprese proteinu MMP-19 u stromalnich bunék ma vliv na pfitomnost nebo nepiitomnost

uzlinovych metastaz.
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Tabulka 26. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich stromalnich bun¢k vs. pocet

uzlinovych metastaz.

Pocet uzlinovych metastaz
Stromalni burky 0 1 2 3 soucet v Fadku
0-10% 5 0 0 0 5
11-100% 11 3 6 3 23
Celk. 16 3 6 3 28
p<0,21

Exprese proteinu MMP-19 u stromalnich bunék nema vliv na pocet uzlinovych metastaz.

Tabulka 27. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich stromalnich bunék vs. vzdalené

metastazy.
Vzdalené metastazi
Stromalni buniky nepritomny (0) pritomny (1) soucet v radku
0-10% 5 0 5
11-100% 12 11 23
Celk. 17 11 28

p<0,047

Exprese proteinu MMP-19 u stromalnich bunék ma vliv na pfitomnost nebo nepiitomnost

vzdalenych metastéz.
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Tabulka 28. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich stromalnich bunék vs. pocet metastaz

v uzlinach.

Umisténi vzdalenych metastaz

Stromalni buﬁky nepiitomné jaterni Mmetastazi Mmetastazi soucet v radku
0) metastazi v mékkye | Vjatrech a
h tkanich kostech
(kycle)
0-10% 5 0 0 0 5
11-100% 12 8 2 1 23
Celk. 17 8 2 1 28
p<0,27

Exprese proteinu MMP 19 u stromalnich bunék nema vliv na umistnéni vzdalenych metastaz.

Tabulka 29. Zavislost MMP19 pozitivnich a negativnich stromalnich bunék vs. stadia prorustani

nadorovych bunék.

pT (proriastani nador. bunék do hloubky)

Stromalni buiiky pTO pT1 pT 2 pT 3 pT 4 soucet v Fadku
0-10% 0 1 1 3 0 5
11-100% 2 2 5 11 3 23
Celk. 2 3 6 14 3 28

p<0,79

Exprese proteinu MMP-19 u stromalnich bun¢k nema

nadorovych bunék.
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Tabulka 30. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich stromalnich bunék u adenokarcinomu

a nizce diferenciovaném neuroendokrinnim tumoru.

Typy karcinomu
Stromalni buiiky adenokarcinom nizce diferenciovany soucet v Fadku
neuroendokrinnim
tumoru
0-10% 3 2 5
11-100% 17 6 23
Celk. 20 8 28
p<0,53
Nebyla nalezena mezi expresi proteinu MMP-19 u stromalnich bun¢k

a adenokarcinomem a nizce diferenciovanym neuroendokrinnim tumorem.

Tabulka 31. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich stromalnich bun€k vs. stupen

diferenciace nadoru.

Stupei diferenciace nadoru

Stromalni buriky Gl G2 G3 soucet v Fadku
0-10% 3 2 0 5
11-100% 6 10 4 20
Celk. 9 12 4 25

p<0,35

Exprese proteinu MMP-19 u stromalnich bun¢k nema vliv na stupen diferenciace nadoru.
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Tabulka 32. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich stromalnich bunék vs. lokalizace

nadorového onemocnéni.

Vzdalené metastazi

Stromalni burky Nador recta Nadory tl. stfeva soucet v Fadku
C20 C 18
0-10% 4 1 5
11-100% 8 14 22
Celk. 12 15 27
p<0,76

Exprese proteinu MMP-19 u stromalnich bunék nema vliv na lokalizaci nadoru.

Tabulka 33. Zavislost MMP-19 pozitivnich a negativnich stromalnich bunék vs. duplicitni a

triplicitni malignity.

Duplicitni malignity

Stromalni bunky

Primarni nador

Pocet pacienti s
duplicitni nadory

Pocet pacienti
S triplicitnimi

soucet v radku

nadory
0-10% 3 2 0 5
11-100% 15 7 1 23
Celk. 18 9 1 28
p<0,84

Nebyla nalezena zavislost mezi pacienty s duplicitnimi nebo triplicitnimi nadory a pozitivitou

nebo negativitou proteinu MMP-19 u stromalnich bunék.
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6. DISKUZE

Experimentalni ¢ast této prace byla vénovana detekci méné znamého €lena rodiny matrix
metaloproteinaz, a to MMP-19. Tento protein byl sledovan u vybrané skupiny pacientii
s kolorektalnim karcinomem se zaméfenim na proces metastazovani.

Z nasich vysledkti vyplyva, Ze nadorové bunky ovliviiuji expresi proteinu MMP-19
u bazalnich nenddorovych bunék i stromalnich bunék, coz svym pozorovanim potvrdili i Sena
a kol. (2012) [80]. Vénovali se MMP-19, jako stromalnimu regulatoru kolorektalniho karcinomu
V jeho ranych fazich. Protein MMP-19 je exprimovan ve stromalnich bunkach normalni sliznice
a jeho pfitomnost dosahuje maximalnich hodnot v nadorovych procesech. Autoii zdaraznili
dilezitost funkce MMP-19 pievazné ve stromatu pii tvorb&é nadort. Barveni MMP-19 pak
prokazalo narist exprese porovnanim normalni sliznice stteva a  sekvence
microadenom-karcinom. To je v souladu i s nasim tvrzenim o korelaci bazalnich nenadorovych
bunék a adenokarcinomu. V naSem souboru pacientd byly i pfipady vyskytu nizce
diferencionavého neuroendokrinniho tumoru u néhoz byla taktéz prokdzana korelace
s nenddorovymi bunikami. Z toho vyplyv4, ze tento protein muize hrat roli pfi malignich
transformacich. VSak tyto rtizné vzory exprese vznikly pravdépodobné v disledku rtiznych roli
proteinu v kolorektalnim karcinomu.

Bister a kol. (2004) [71] naopak tvrdi, Z2 MMP-19 ma snizenou regulaci v invazivnim
epitelu tlustého stfeva a v progresi nadoru oproti ostatnim MMP. To mohlo byt zpiisobeno
prilezitostnou detekci nadorovych buncék a fibroblastl, jak sami popsali. Tvrzeni o expresi
MMP-19 v normalni, nenddorové sliznici tlustého stieva je opét shodné.

Sena a kol. se vénovali i1 studii identifikace typt stromalnich bunék produkujicich
MMP-19. MMP-19 byla exprimovana stromalnimi fibroblasty ve vysokém procentu, makrofagy
pak v mensi mnozstvi, coz je v souladu s udaji o typech téchto bunék exprimujich MMP-19
(Mauch a kol. 2002, Hieta a kol. 2003) [43, 109]. N¢kolik studii na geneticky upravenych
mySich modelech prokazaly pti vzniku rakoviny pifimou ucast rezidentni fibroblastii (Kalluri
a kol. 2003) [110]. Genetické a bunééné studie ukazuji, ze rust nadoru neni uréen jen malignimi
nadorovymi bunikami, ale i nadorovym stroma (Lynch a kol. 2002) [111].

K dispozici jsou také presvédcivé dikazy o vyznamném vztahu mezi stromalnimi
buitkami a buiikami kolorektalniho karcinomu (nadorovymi buitkami) v podpofe produkce
MMP-19 bud’ v naddorovych buiikdch nebo ve stromdlnich bunikach (Liotta a kol. 2001, Lynch
a kol. 2002) [111, 112]. Statisticky jsme k tomuto zavéru dosli i my.
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Ze zhodnoceni vysledkl v této praci jest€ vyplyva, Ze exprese proteinu MMP-19 ma
vliv na tvorbu vzdalenych metastaz. Tohle popsali Zitka a kol.(2010) [110]. Tvrdi, Ze schopnost
rakovinnych bun€k zalozit vzdéalené kolonie je urcujici charakteristikou malignich tumori.
Okolni mikroprostfedi nddoru aktivné napomaha progresi tumoru, plsobi na invazi, vyvoj
rakoviny a tvorbu vzdalenych metastaz. Dulezité jsou mezibunéné komunikace mezi
nadorovymi buiikami a bunikami stromatu.

V literatufe jsou uvedeny ruzné kontroverzni vysledky. MMP-19 je spojena s ¢asnou
nadorovou transformaci z benignich 1ézi do mikro-invazivnich karcinomil. Jasna role MMP pi1
procesu metastazovani vSak neni objasnéna. ProtoZe exprese dané¢ho proteinu nebyla studovana
v pokrocilych stadiich karcinomu kolorekta a byla studovdna na malém souboru pacientt,
z uvedeného divodu méa dand prace vyznam pro nasmérovani vétSi klinické studie v rdmci
magisterské prace, kterd bude zamétena na ovéfeni prognostického vyznamu exprese MMP-19

ve stromatu a v nadorovém epitelu u ¢asnych a pokrocilych stadii karcinomu stfev.
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7. ZAVER

V této praci jsme hodnotili miru exprese proteinu MMP-19 v nadorové tkani, v bazalni
nenadorové tkani a ve stromalnich bunikach. Posuzovali jsme vztah mezi pozitivitou/negativitou
nadorovych bun€k a pozitivitou/negativitou stromalnich bunék vzhledem k vyskytu vzdalenych
metastaz, k tvorb¢ metastaz v uzlinach, k diferenciaci nadoru a pT nddoru. Veskeré tyto vysledky
byly statisticky zhodnoceny pomoci softwaru Statistica 8. Bylo zjisténo, Ze nadorové bunky
ovliviiuji expresi proteinu MMP-19, a to jak u bazalnich nenadorovych bunék, tak u stromalnich
bunék. Bazalni nenddorové buiky ovliviuji expresi proteinu MMP-19 i u stromalnich bunék.
Dale byl prokdzan vliv exprimovaného proteinu MMP-19 na tvorbu uzlinovych metastaz.
Nalezen byl i vztah mezi bazalnimi nenadorovymi bunikami a adenokarcinomem i s nizce
diferenciovanym neuroendokrinnim tumorem. Uvedené vysledku jsou vSak jenom piedbézné,
jelikoz byly vypracovany pro malou skupinu pacientli, nicméné naznacuji urcity trend, ktery

bude ovéfeny na vétsim souboru pacientdl v ramei magisterské prace.
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Seznam pouzitych zkratek

ABC
ALB
Anti-K
BAX
BLC-2
CA-MMP
CBD
cDNA
CDK
CMMP
CRC
DAB+
DNA
ELISA
EMC
FITC
G

Go

G

G,
HPX
HRP
IGFBP
IGF
IHC
IR

K anti-hum
Kpap
LF
LOD
M
MMP

Avidin-biotinovy komplex
Bovinni albuminové frakce
Praseci protilatka, zamétena proti kralici primarni protilatce

Protein podilejici se na regulaci apoptotického procesu

Protein, se schopnosti regulovat propustnost vnéjsi mitochondrialni membrany

Proteinazy zprostiedkovavajici adhezi

Kolagen vazajici doména

DNA knihovna klonovanych fragmenti
Cyklindependetni kinazy

MMP naklonovana z kufecich embryonalnich fibroblastt
Kolorektalni karcinom

Chromogen 3,3-diaminobenzidin

Deoxyribonukleova kyselina, nositel genetické informace
Enzymové imuno-analyza antigenu

Extracelularni matrix

Fluorescein isothiokyanat

Grading vyjadtuje stupen diferenciace nadoru podle bunécné zralosti
Féaze bunécného cyklu, kdy se buiika jiz dale nedéli

Faze bunécného cyklu, navazujici na mitézu

Faze bunécného cyklu, kterd nasleduje po S fazi
Hemopexinova doména nezbytna a charakteristicka pro kolagenozy
Kofenova peroxidaza

Inzulinu podobny ristovy faktor-binding protein

Inzulinu podobny rastovy faktor

Imunohistochemie

Infracervena fluorescence

Krali¢i protilatka zamétend proti lidskym antigentim
Krali¢i protilatka proti peroxidaze

Lékaiska fakulta

Fluorimetricka metoda s nizkymi limity detekce

Faze bunécného cyklu, v niZ probiha bunécné déleni

Matrix metaloproteinazy
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MT-MMP
NOXA
PAP

PAR

PBS

PCR

pT

PUMA
pRB
p53
gRT-PCR
R
RASI
S
SABC
TMA
TIMPs
UP
VEGF

XM-MMP

Membranovy typ matrix metalorpoteindz

Proapototicky kodujici protein

Peroxidaza-anti-peroxidazovy komplex

Proteinazami aktivovany receptor

Fosfatovy pufr

Metoda zalozena na polymerni fetézové reakci (Polymerase Chain Reaction)
Peritonedlni nador, klasifikace nddoru podle urcitého stadia prostupnosti do
sttevni stény

Cilovy gen transkripcniho faktoru p53

Retinoblastomovy protein, jaderny transkrip¢ni faktor

Tumor supresorovy protein

Kvantitativni reverzni transkripce-polymerazovou fetézovou reakci

Bod restrikce (Restriction.Point, R-point)

Gen ptitomny v synovialni tkani revmatoidni artritidy

Féaze bunécného cyklu, béhem které je zdvojena genetickéd informace
Streptavidin-biotinovy komplex

Blok tkanové mikro-array

Tkanové inhibitory matrix metaloproteinazy

Universita Palackého

Vaskularni endoteliovy rastovy faktor - signalni protein produkovany buitkami
stimulujici angiogenezi

Membranova MMP z Drapatky vodni (Xenopus laevis)
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