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Souhrn

Kolorektalni karcinom je zavaziné nadorové onemocnéni s vysokou incidenci ve vyspélych
zemich. Vznik kolorektalniho karcinomu je dlouhodoby a slozZity proces, jednim z enzymu,
které jsou uUzce spojeny s procesem kancerogeneze a Sifenim ndadoru jsou matrixové
metaloproteindzy. Nékteré enzymy zrodiny metaloproteindz mohou slouZit jako
prognostické faktory a proto jsou v kolorektalnich adenomech bedlivé sledovany. Tato prace
se zamérila na matrix metaloproteindzu — 19 (MMP-19) jejiz role se v poslednich letech

studuje a doposud neni zcela pfesné popsana.

Zamérili jsme se na porovnani exprese MMP-19 u kolorektdlnich adenomi a
adenokarcinomU. K detekci jsme vyuZili nepfimou imunohistochemickou metodu a sledovali
jsme pfitomnost enzymu v cytoplazmé bunék, v bazdlnich bunkiach a ve stromalnich
burikdch. Zanalyzy ziskanych dat jsme zjistili Ubytek proteinu v bazalnich burkach
adenokarcinomd. Jako negativni faktor pro preziti jsme pozorovali expresi MMP-19 ve
stromalnich bunkdch adenokarcinomu. Nase vysledky naznacuji, Ze MMP-19 hraje roli
v procesu maligni transformace adenomu v adenokarcinom a poté jeji prfitomnost ve tkani

klesa.



Summary

Colorctal carcinoma is severe cancer with high incidence in western countries. Development
of colorectal cancer is long and complicated process, one of the enzymes which are closely
conected with process of carcinogenesis and tumor spreading are matrix
metalloproteinases. Some enzymes from this family can serve as a prognostic factors and
thus they are being studied and observed in adenomas. This work has focused on Matrix

metalloproteinase — 19, which role is not completly understood and its beeing studied lately.

We focused on comparison of expression MMP-19 in colorectal adenomas and
adenocarcinomas. For detection we used indirect imunohistochemical method and we
analyzed presence of enzyme in cell cytoplasm, in basal cells and in stromal cells. We
observed lower presence of enzyme in basal cells of adenocarcinoma. As negative factor for
survival we observed expresion of MMP-19 in stromal cells in adenocarcinomas. Our results
suggests, that MMP-19 might have paly role in process of malignant transformation from

adenomas to adenocarcinomas and then its presence in tissue is decreasing.
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1 Uvod

Jednim z nejasté&jsich nadorovych onemocnéni v Ceské republice je kolorektalni karcinom.
Na toto zavazné nadorové onemocnéni tlustého stfeva a kone&niku roéné v CR umira pres
4000 pacient (URL:<http://www.svod.cz> [cit. 2016-01-05-]). Ke vzniku nadorového bujeni
pfispivd mnoho rizikovych faktor( jako Zivotni styl, stravovaci navyky a rodinnd anamnéza
(URL:<http://www.linkos.cz> [cit. 2016-4-01]). DulezZity je vSak také vék, protoZe s vékem
pribyvaji v tlustém stfevé a konecniku nejriznéjsi polypy jako jsou napf. adenomy. Z
téchto adenom( vznikaji adenokarcinomy, které jsou maligni a jsou nej¢astéjsimi

kolorektalnimi karcinomy (Fleming et al, 2012).

Proces premény adenomu v adenokarcinom trvd roky a odehrdva se pfi ném spousta
molekuldrnich udalosti a ucastni se jich mnoho rlznorodych biologicky aktivnich latek.
Jednim z nich jsou matrixové metaloproteindzy, coz jsou zinkové endopeptidazy, které se
Ucastni predevsim degradace nejriznéjSich komponent extracelularni matrix. Hraji svou roli
v procesech angiogeneze, metastazovani, rdstu a Sifeni bunék (Mueller et al, 2000; Rydlova
et al, 2008). Nékteré z metaloproteinaz se pfimo Ucastni procesu karcinogeneze u rlznych
nadorovych onemocnéni. Napfiklad MMP-12 je pozitivnim prediktivnim faktorem u

kolorektalniho karcinomu (Rebecca, 2004).

Jedna z metaloproteindaz, MMP-19 vykazuje protektivni i progresivni ucéinky na vyvoj
kolorektalniho karcinomu (Sena et al., 2012). Anti-angiogenicky ucinek omezuje vznik novych
kapilar a zasobovani karcinomu krvi. Na druhou stranu je schopna MMP-19 podporovat
proliferaci a migraci bunék (Brauer et al., 2004). Nékteré studie zdUraznuji zvySovani exprese
MMP-19 béhem procesu premény normalni tkané v adenom a ndsledné adenokarcinom
(Sena et al., 2012). Pfesna role MMP-19 v procesu vyvoje kolorektalniho karcinomu je stéle

predmétem intenzivniho studia a nasledujici reSerSe zachycuje sloZitou problematiku.



2 Soucasny stav resené problematiky
2.1 Kolorektalni karcinom

Kolorektalni karcinom (CRC - colorectal carcinoma) je nadorové onemocnéni tlustého streva
a konecniku (Hoch, 2005). Mezinarodni klasifikace nemoci (MKN-O) oznacuje zhoubné
novotvary tlustého stfeva a konecniku kody C18 (zhoubny novotvar tlustého stfeva) az C20
(zhoubny novotvar konecéniku) urcujicich jejich lokalizaci. Pojem kolorektalni karcinom tedy
zahrnuje vSechny karcinomy v téchto oblastech (Sobinet et Wittekind, 2000). Vétsinu nador(
tlustého stfeva tvori adenokarcinomy. Jsou to nadory vznikajici ze Zldznatych bunék strevni
sliznice. V tlustém stfevu se mohou vzacné vyskytovat i jiné zhoubné nadory, napf. lymfom
nebo karcinoid (URL:<http://www.linkos.cz> [cit. 2016-4-01]). U vétSiny nemocnych je
presnd pricina vzniku kolorektdlniho karcinomu nezndma. Jsou ale rizikové faktory, které
moznost vzniku onemocnéni zvySuji. Vékje jednim z téchto faktor(. VétsSinou toto
onemocnéni vznika ve véku nad 50 let. DalSim rizikovym faktorem jsou nékteré druhy
polypU. Polypy jsou vyrlstky ze stény stfeva. Z nékterych téchto polyptd mize béhem dlouhé
doby vzniknout karcinom. Dédi¢né vlivy maji také vyznam pro vznik kolorektalniho
karcinomu. Vyssi riziko je v pfipadé vyskytu kolorektalniho karcinomu v pokrevnim
pfibuzenstvu 1. stupné, tedy u rodi¢t nebo sourozencl. V nékterych pfipadech je geneticka
porucha takového charakteru, Ze je wvznik karcinomu témér jisty. Patfi sem
naptiklad familidrni adenomatozni polypdza (FAP), ktera se projevuje vznikem mnoha stovek
polypl v tlustém stfevé a konecniku. Velmi dulezitym rizikovym faktorem je sloZeni potravy.
Jednoznacné negativni vliv ma nadmeérny prijem ZivociSnych tukd, ¢erveného masa a uzenin.
Riziko zvysSuje Casta Uprava masa smazenim a pecenim. Nepfimérené vysoky kaloricky prijem
spojeny s obezitou je spojen také s vétSim rizikem této nemoci. DalSim rizikovym faktorem je
nizky pfijem vlakniny v zeleniné, ovoci, celozrnném pecivu a lusténinach a nedostatek

pohybu (Jablonska, 2000; URL:<http://www.linkos.cz> [cit. 2016-4-01]).

V casnych stadiich onemocnéni mohou byt potize nevyrazné. Varovnym znamenim je
krvaceni z konec¢niku nebo pfimeés krve ve stolici. Nador mlzZe svym rlistem vyvolat i stfevni

neprichodnost. Kolorektalni karcinom muZe dlouho rist bez jakychkoliv pfiznak(l a projevi
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se az v pokroCilém stadiu onemocnéni (Jablonska, 2000; URL:<http://www.linkos.cz> [cit.

2016-4-01]).

2.1.1 Vznik kolorektalniho karcinomu

Naprosta vétSina kolorektalnich karcinomU vznikd malignim zvratem adenomu. Adenom
tlustého stfeva je proto pokladan za nejzavainéjsi prekancerdzni lézi. V soucasné dobé se
predpokladd, Ze vyvoj karcinomu probiha v nasledujicich fazich: normalni epitel — loZisko
dysplastickych aberantnich krypt — adenom s nizkym rizikem maligniho zvratu — adenom
svysokym rizikem maligniho zvratu — maligni zvrat adenomu v adenokarcinom -

metastazujici adenokarcinom (Jablonskd, 2000).

Transformace normalniho epitelu vadenom a ddle v karcinom je spojena s pribéhem
nékolika molekularnich udalosti. V soucasnosti existuji 2 hlavni molekuldrni cesty, které
mohou vést az k CRC. VétSina CRC existuje diky mutacim, které usti v tzv. chromozomalni
instabilitu (CIN). Mensi ¢ast CRC vykazuje charakteristicky vzor genové hypermetylace z nichz
¢ast vykazuje tzv. mikrosatelitovou instabilitu (Coufal, 2003; URL:<http://www.cancer.gov>
[cit. 2016-04-01]). Spektrum somatickych zmén pfispivajicich ke karcinogenezi je velké
mnozstvi, jednotlivé nadory obsahuji v priméru 9 mutaci (URL:<http://www.cancer.gov>

[cit. 2016-04-01]).

Zhruba u 70 — 75 % pripadd vyskytu karcinom( se jednd o sporadické karcinomy bez
zjevného dlkazu o néjaké formé dédicnosti. Sporadicky vyskyt CRC je casty u jedincl obou
pohlavi nad 50 let a pravdépodobné vznikd jako dlsledek kombinace vlivQi vnéjsiho
prostiedi, nevhodného stravovani, nahodnych jevd v metabolickych procesech bunék,
starnuti organismu a kumulace somatickych mutaci v bufice (Vyzula et Zaloudik, 2007;
URL:<http://www.cancer.gov> [cit. 2016-04-01]). Zbylych 25-30% ptipadd CRC se fadi mezi
familiarni formy. Zahrnuji pfipady kumulace nddor(i v rodiné, kdy je incidence CRC zretelné
vysSi nez v béiné populaci. Ke kumulaci nadorl muZe dochazet v disledku kombinace
negenetickych faktorll a wvlivdQ alteraci vgenech snizkou penetraci. Mutace
v protoonkogenech a v DNA reparaénich genech mohou mit vliv na zvySenou nadorovou

predispozici. U 5 - 10% pacientl Ize pozorovat vyraznou dédi¢nou predispozici. Oznacuji se



jako Hereditarni syndromy a mohou to byt pripady svelkym mnoiZstvi polypl (FAP-
Familidarni adenomatdzni polypdza) tak i pripady bez polypli (HNPCC) Hereditarni
nepolypdzni kolorektalni karcinom, také oznacovan jako Lynchlv syndrom (Vyzula et

Zaloudik, 2007).

2.1.2 Epidemiologie

Kolorektalni karcinom je jednou z nejcastéjsich onkologickych diagnéz a ve vSech vyspélych
statech jeho incidence setrvale narista. Ceska republika navic obsazuje pfedni mista v
mezindrodnim srovnani (Dusek, 2012). Incidence ve svété je nevyssi vzapadni Evropé
(Némecko), v severni Americe a v poslednich letech se zvySuje v Japonsku a Italii (Jablonska,

2000).

Ceska republika patfi mezi pfedni zemé co se incidence a Umrtnosti na 100 000 obyvatel
tyce. Podle udajl z roku 2013 z Mezindrodni organizace pro vyzkum rakoviny (IARC) zaujima
Ceska republika ve svété 6. misto u muzd a 11. misto u Zen (URL:<http://www-dep.iarc.fr>
[cit. 2016-04-01]). V roce 2008 byla Ceskd republika ve svété na 5. misté poradi incidence
(viz. Obr. 1)
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Obr. 1: Srovnani incidence vCR sostatnimi zemémi svéta u muil (URL:<

http://www.svod.cz> [cit.2016-01-05-]).



Nasledujici tabulka podava udaje z narodniho onkologického registru (NOR). V roce 2010
byla v Ceské republice incidence a mortalita na zhoubné novotvary kolorekta a Fitniho kanalu

na druhém misté u muzl i u Zen (viz Tab. 1),(NOR, 2013).

Muzi

Diagndza Absolutni incidence | Absolutni Mortalita
C61 ZN Prostaty 6771 1348
C18-21 ZN Kolorekta 4951 2271
C33—-C34 ZN PrlGdusnice, priadusky,

plice 4641 4011
Zeny

Diagnéza Absolutni incidence | Absolutni Mortalita
C50 ZN Prsu 6 498 1655
C18-21 ZN Kolorekta 3314 1608
C33-C34 ZN PrlGdusnice, pradusky,

plice 1891 1556

Tabulka 1: Pocet nové zjisténych pripad( mortality a incidence ZN a novotvarl podle diagnoz

a pohlavi v CR, 2010 (NOR, 2013).

Data z NOR ukazuji vyvoj incidence a mortality v Ceské republice od roku 1977 do roku 2013
(URL:<http://www.svod.cz> [cit. 2016-04-01]). Pfiznivym trendem je oplostovani krivek
mortality, ktery se objevuje od poloviny 90. let. Za tento pozitivni trend stabilizace a
v poslednich letech i mirny pokles incidence a mortality je zodpovédna lepsi |éCebnd péce, a
to nejen lécba chirurgickd a adjuvantni, ale také celkova perioperacni péce a prevence

(Dusek, 2012).
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Obr. 2: Vyvoj incidence a mortality mezi roky 1977 — 2013 vCR u obou pohlavi
(URL:<http://www.svod.cz> [cit.2016-01-05-]).

Incidence vétSiny zhoubnych nadorl pribyva s vékem. Je to dlsledek narUstajici informacni
entropie v genomu s charakteristickymi, béhem Zivota ziskanymi genovymi abnormalitami.
CRC je jednim z typickych nador( starnouci populace (Dusek, 2012). Typicky vék ceského
pacienta s kolorektdlnim karcinomem sice leZi v intervalu 61-77 let, ale 21 % vSech

nemocnych je mladsich nez 60 let (URL:<http://www-dep.iarc.fr> [cit. 2016-04-01]).
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Obr. 3: Veékovd struktura pacientl, obé pohlavi. Data zlet 1977 - 2013

(URL:<http://www.svod.cz> [cit.2016-01-05-]).



2.1.3 Histologické typy karcinomu

Z dlvodu konzistentnosti a uniformity patologickych vySetfeni existuje mezinarodné
akceptovand histologickd klasifikace navriena Mezinarodni hygienickou organizaci (WHO).
Tato klasifikace rozliSuje 8 histologickych typd CRC (Hamilton et Aaltonen, 2000;
URL:<http://www.nature.com> [cit. 2016-04-01]).

Adenokarcinom, Mucinézni adenokarcinom, ,Signet-ring cell“ karcinom, Medularni
karcinom, Maly bunécny karcinom, Skvamodzni karcinom, Adenoskvamodzni karcinom a
nediferenciovany karcinom (Hamilton et Aaltonen, 2000). Adenokarcinom a Mucindzni

adenokarcinom se radi k nej¢astéjsim typam (URL:< http://oncolex.org> [cit. 2016-04-01]).

2.2 Adenokarcinom

AZ 90% kolorektalnich karcinomU jsou adenokarcinomy, které vznikaji zadenomu (Fleming et
al, 2012; URL:<http://oncolex.org> [cit. 2016-04-01]). Béiné adenokarcinomy jsou
charakterizované Zlazovymi strukturami, které jsou zakladem pro histologicky nadorovy
grading (viz Obr. 4). Dobre diferenciované karcinomy tvofti zlazové struktury vice nez z 95%
nadoru, stfedné diferenciované mezi 50 a 95% a slabé diferenciované karcinomy tvori
Zldzové struktury v méné nez 50% pevného nadoru. Téméf 2/3 adenokarcinomid jsou
klasifikovany jako stfedné diferenciované. Jednotlivé stupné diferenciace uvadi Tab. 2

(Fleming et al, 2012).

GX Grading nemUzZe byt stanoven
G1 Dobre diferenciovany karcinom
G2 Stfedné diferenciovany karcinom
G3 Malo diferenciovany karcinom
G4 Nediferenciovany karcinom

Tab. 2: Kédové oznaceni riznych stupnd diferenciace (Holoubec, 2004).

Malo diferenciované karcinomy se $ifi a rostou pomaleji nez dobfe diferenciované, jsou tedy
méné rizikové nez dobre diferenciované karcinomy (Holoubec, 2004;

URL:<http://www.cancer.org> [cit. 2016-04-01]).



Klicovym aspektem mikroskopické analyzy je uréeni invaze do okolni tkané. Pokud
adenokarcinom pronikl skrze muscularis mucosae (vrstvicku hladké svaloviny oddélujici
mukézu a submukodzu), déle do submukdzy je adenokarcinom povaZovan za invazivni.
Typicky pronika také do blizkosti submukdznich krevnich cév. Dalsim dlleZitym rysem invaze
je pritomnost desmoplazie nebo desmoplastické reakce, typ tkanové nebo pojivové
proliferace v okoli nadorovych bunék. Invazivni adenokarcinomy také c¢asto vykazuji
charakteristické nekrotické zbytky u Zlazového lumina, tento jev se €asto nazyva ,Spinava

nekrdza, (Fleming et al, 2012). Invasivni adenokarcinomy jsou zvlasté dualezité, nebot maji

schopnost metastazovat (Jablonskd, 2000).

Obr. 4: Na snimku vlevo, lze vidét stfedné diferenciovany adenokarcinom obklopeny
desmoplastickym stromatem. Na snimku vpravo lze vidét Mucinozni karcinom s okolnim

mucinem (Fleming et al, 2012).

2.2.1 Staging

Staging (stddium) podava informaci o Sifeni nadoru v téle, zda doslo k penetraci stfevni
stény, postiZeni regiondlnich uzlin a k metastazovani. Staging je jednim z nejdllezitéjsich
faktor(i pro uréeni IéCby a odhadu jak Uspésné lé¢eni mize byt. UrCuje se na zakladé vysled
z biopsie a zobrazovacich testl (CT nebo MRI skener). Nejcastéji pouzivany systém stagingu
je TNM systém ktery navrhla AJCC (American Joint Committee on Cancer). Tento systém je

zaloZen na 3 zakladnich informacich (URL:<http://www.cancer.org> [cit. 2016-04-01]).



Jak daleko prorostl primarni nador do stfevni stény a jestli roste do okolnich oblasti.

Jestli nddor prorostl do okolnich (regiondlnich) lymfatickych uzlin. Lymfatické uzliny

jsou drobné ostrivky bunék imunitniho systému, do kterych se nador casto Siti jako

prvni.

Jestli se nador rozrostl (metastazoval) do okolnich nebo vzdalenych orgdni v téle.

CRC mUZe metastazovat témér kdekoliv v téle, nejcastéjsi jsou vsak plice a jatra.

V nasledujici tabulce (Tab. 3) je srovnani TNM systému s Dukesovou klasifikaci, coZ je dfive

pouzivany systém (Holoubec, 2004).

Dukesova klasifikace Stadium TNM | Nador (T) Uzliny (N) Me::ﬂs;azy
0 Tis NO MO
A I T1 NO MO
T2 NO MO
B Il T3 NO MO
T4 NO MO
C 11 Tx N1,-N3 MO
D v Tx Nx M1
Vysvétlivky zkratek :
Tis  Karcinoma in situ, neprorlstd mukdzou NX Uzliny nemohou byt posouzeny
T1  Tumor pronikd submukdzou NO Bez metastdz v regiondlnich uzlinach
T2 Tumor pronikd muscularis propria N1 1-3 metastazy v lymfatickych uzlinach
T3 Tumor pronikd skrze muscularis N2 Metastazy ve 4 nebo vice lymfatickych uzlinach
propria do subserdzy
T4  Tumor pronikd viscerdlnim peritoneem N3 Metastazy v uzlindch podél cévnich struktur
nebo do okolnich organl
Tx  Tumor nemuze byt detekovan
Mx  Pfitomnost metastaz nem(izZe byt posouzena
MO  Vzdalené metastdzy nejsou pfitomny
M1  Vzdalené metastdzy jsou pfitomny

Tab. 3: TNM a Dukesova klasifikace (Holoubec, 2004).



dysplazi;m T1 submukozni

T1 intramukézni T4 Bazalni membrana

Obr. 5: Schématicky nakres Siteni karcinomu skrze sténu tlustého stfeva. Oznaceni pismeny T
odpovidd TNM systému a oznateni NO a N1 odpovidd Sifeni do uzlin
(URL:<http://www.pinterest.com> [cit. 2016-04-01]).
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2.3 Adenom

Jakykoliv utvar abnormalniho rlstu, ktery se vyvySuje na stfevni sliznici, se nazyva polyp.
Benigni nddorové polypy liSici se strukturou a cytologickymi vlastnostmi od okolni sliznice se
nazyvaji adenomy a jsou nejéastéji pozorovanou neoplazii. Dle definice, jsou adenomy
klonalni léze, které vykazuji alespon nizkou Uroven dysplazie charakterizované zvétSenymi a
protahlymi jadérky bunék, usporadanych ve vrstevnaté konfiguraci podél bazalni membrany
(Fleming et al, 2012). Adenomy vznikaji dysplastickou proliferaci epitelu a na zakladé jejich
histologické struktury je délime do 3 skupin (Jablonska, 2000). Adenomy jsou benigni
(nezhoubny), ale disponuji malignim (zhoubnym) potencidlem a mohou se tak stat
adenokarcinomy skrze tzv. maligni zvrat. Jen u malé ¢asti adenomU dochazi ke vzniku
invazivniho karcinomu. Kumulativni riziko vzniku CRC z adenomu je v civilizovanych zemich

pfiblizné 6 procent u osob do 85 let (Jablonska, 2000).

Sklon k takovému zvratu zavisi na velikosti, histologickém typu a stupni dysplazie (Holoubec,
2004). V tubularnich adenomech mensich nez 1 cm vznikaji karcinomy velmi vzacné, u Siroce
prisedlych viléznich adenomi vétSich nez 4 cm je riziko naopak vysoké. Doba trvani
maligniho zvratu benigniho adenomu neni presné znama, je variabilni ale odhaduje se na 5 -

10 let, nebo i vice (Jablonska, 2000).

Velikost % adenomu s karcinomem
do 0,5cm <0,5
0,5-0,1cm 2

1-2cm 10

2cm 40

Histologie % adenomu s karcinomem
Tubularni 5
Tubulovilézni 20

Vilézni 40

Dysplazie % adenomu s karcinomem
Nizka 5

Stfedni 20

Tézka 40

Tab. 4: Maligni potencial v zavislosti na velikosti, histologii a dysplazii adenomu (Jablonska,

2000).
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Incidence adenomu se s pribyvajicim vékem pacienta vyrazné zvysuje. Adenomy se vyskytuji
az u 25% pacient( starSich 50 let. Do 30 let je vyskyt adenom0 vzéacny s vyjimkou FAP

(Jablonska, 2000).

2.3.1 Histologické rozdéleni adenomi

Tubuldrni adenomy jsou vétSinou vystupuijici, sférické, stopkaté a malé, s nizkym stupném
dysplazie a jsou sloZeny z jednoduchych kryptickych Zlaz. Tubuldrni komponenta zaujima
pfiblizné 75% nadoru. Naopak vilézni komponenta je pfitomna v méné nez 25% tkané

nadoru.

Vilozni adenomy jsou vétSinou pfisedlé, Siroké a vétsi. Jejich vilézni komponenta zaujima
vice nez 75% ndadoru. Tyto nadory jsou povaZzovany za rizikovéjsi, protoZze maji vétsi tendenci

k malignimu zvratu.

Tubulovilozni adenom se vyznacuje pritomnosti charakteristickyh rysti obou ptredchozich
adenom(. Jeden zrysd musi byt zastoupen ve vice nez 25% ndadoru (Jablonskda,2000;

Fleming, 2012).

—

=

Obr. 6: Schématicky nakres tubuldarniho adenomu (vlevo) a vilézniho adenomu (vpravo).

(Jablonska, 2000).
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2.3.2 Tubularni adenomy

Tubularni adenomy se u pacientd nejc¢astéji objevuji ve stfednim aZz pozdnim véku. Ve
vzacnych pripadech se mohou objevovat i u mladsich pacientl, coZ je typické pro mutace,
které maji dédicny pavod (FAP). Tubularni adenom vznikd skrze genetické mutace, které
vedou k dysplazii, coZz je neusporadany rist epitelidlnich bunék. Vétsina tubularnich
adenomd je velka do 1 cm a pro vétsSinu pacientd je obtizné jejich pfiznaky odhalit. Typickymi
pfiznaky je krvaceni z anusu, stfevni bolesti a zablokovani stfeva (pokud je adenom velky) a
vzacné i prajem. Vétsina tubuldrnich adenomu se vsak odhali pfi kolonoskopii, a pokud jsou
odstranény v pocatecni fazi, vyrazné se tak sniZuje riziko vzniku adenokarcinomu

(URL:<http://www.merckmanuals.com> [cit. 2016-04-01]).

Tubularni adenomy maji ponékud tmavéji cervené zbarvenou sliznici, nez je sliznice v okoli,

jejich povrch byva hladky, nékdy jemné granulovany (Jablonska, 2000).

TS e

Obr. 7: Na pravém a prostifednim snimku se nachazi fez tubuldarnim adenomem. Na levém
snimku se nachazi fotografie tubuldrniho adenomu v celku (URL:<http://oncolex.org> [cit.

2016-04-01]; URL:<http://www.pathologyoutlines.com> [cit. 2016-04-01]).
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2.4 Matrixové metaloproteinazy

Matrix metaloproteindzy (MMP), téZz znamé jako matrixiny, spadaji do velké rodiny
strukturdlné a funkéné pribuznych zinkovych endopeptiddz ucastnicich se predevsim
degradace extraceluldrni matrix (ECM). Rizend degradace ECM je nezbytna pro vyvoj embrii,
morfogenezi, reprodukci a remodelaci tkani (Nagase et Wosner, 1999). Obecné jsou MMP
schopny degradovat (jak in vivo, tak in vitro) rizné proteinové komponenty jako kolageny
bazalni a interstindlni membrany, proteoglykany a fibronectiny (Bode, 2003). Matrixiny jsou
také zapojeny do procest angiogeneze a metastazovani (Mueller et al, 2000). Ovliviuji
mnoho biologickych pochodd béhem vyvoje a fyziologickych proces(, dulezitych pro tvorbu a
udrzbu mikroprostredi umoZiujici rist a Sifeni bunék. Jsou produkovany Skalou rznych

bunék, jako jsou epitelidIni bunky, fibroblasty a zanétlivé buriky (Rydlova et al, 2008).

2.4.1 Rozdéleni MMP

Metaloproteinazy predstavuji relativné velkou skupinu enzymda. V soucasnosti existuji dva
klasifikacni systémy a to Ciselny, ktery obsahuje jak deskriptivni jméno (napf. kolagendza) tak
i Cislo a také existuje systém délici enzymy na zakladé jejich struktury. Ackoliv ¢iselny systém
obsahuje Cislo az 28, nereflektuje to skuteény pocet zndmych metaloproteindz, jelikoz se
postupem casu prokazalo, Ze nékteré MMP byly pouze duplikaty jiz znamych. Jedna se o

MMP-4 az MMP-6. Prehled soucasné zndmych MMP udava Tab. 5. (Nagase, 2006).
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MMP BéZny nazev Substrat
Aggrecan, kolagen I, II, llI, VII, VI, X, XI, fibronectin,
MMP1 Kolagenaza 1 laminin, spojovaci protein, tenascin, vitronectin,
Aggrecan, kolagen |, lll, IV, V, VI, X, XI, decorin,
MMP2 Gelatinaza A elastin fibronectin, gelatin, laminin,
spojovaci protein, tenascin, vitronectin,
Aggrecan, kolagen Ill, IV, V, VII, IX, X, XI, decorin,
MMP3 Stromelysin 1 elastin, fibronectin, gelatin, laminin,
spojovaci protein, tenascin, vitronectin, E-cadherin,
Aggrecan, kolagen |, IV, decorin, elastin, fibronectin,
MMP7 Matrilysin laminin, spojovaci protein, tenascin,
vitronectin, E-cadherin,
Kolagenaza 2
MMP. A kol I, 11,
8 Neutrofilkolagenaza gerecan, kofagent, 1L
Aggrecan, kolagen IV, V, XI, XIV, decorin, elastin,
MMP9 fibronectin, laminin spojovaci protein, vitronectin,
MMP10 Stromelysin 2 Aggrecan, .kolage'n I, I,V' Vv, e.Iast.ln,‘ﬂbronectm,
gelatin, spojovaci protein, fibrinogen
MMP11 Stromelysin 3 Neznamy
A kol , IV, elastin, fi i lati
MMP12 | Macrofagmetaloelastiza ggrecan, kolagen 21V, e.astln, |pronect|n, gelatin,
laminin, vitronectin,
MMP13 Kolagenaza 3 Aggrecan, kglagen I,'II, 1, VI,. IX, X, X1, XIV,
fibronectin, gelatin,
MMP14 MT1- MMP Aggrecan, kolage.n'l, II,.III, flbrqnect|n, gelatin,
laminin, vitronectin,
MMP15 MT2- MMP kolagen lll, fibronectin,
MMP16 MT3-MMP Neznamy
MMP17 MT4-MMP Neznamy
MMP18 Kolagendza 4 Kolagen |
MMP19 RASI-1 Kolagen I, IV, fibronectin, gelatin, tenascin
MMP20 Enamalysin Neznamy
MMP21 XMMP Neznamy
MMP22 CMMP Neznamy
MMP23 Neznamy
MMP24 MT5-MMP Neznamy
MMP25 MT6-MMP Neznamy
MMP26 | Endometasamatrilysin 2 Kolagen IV, fibronectin, gelatin, fibrinogen
MMP27 Neznamy
MMP28 Epilysin Neznamy

Tab. 5: Pfehled souc¢asné zndmych MMP a jejich substratu (Nagase, 2006).
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2.4.2 Struktura MMP

Typicka MMP se skladd z propeptidu obsahujiciho asi 80 AMK, z katalytické domény
obsahujici asi 170 AMK, linkeru zvaného téZz ,Hinge region” a z hemopexinu-podobné

domény (Nagase, 2006).

) l l '
Signalni peptid Katalyticka doména »Hinge region“
oblast
Propetid Hemop:);ir::;‘r;odobné 7n  Zinkovy ion

Obr. 8: Schématické znazornéni obecné struktury metaloproteinaz (Chan et Lung, 2013).

Rozdily v organizaci domén jsou zodpovédné za rozdilné funkce MMP. Zakladni struktura
katalytické domény obsahuje 5 B-skladanych listli, 3 a-helixy a spojovaci smycku. Dale
obsahuji 2 ionty zinku (Jeden strukturalni a druhy katalyticky) a 3 vdpenaté ionty stabilizujici
strukturu (Strenlicht et Werb, 2001). Dllezitym rysem jsou vSak sekvence vazajici iont zinku.
Sekvence HEXXHXXGXXH obsazena v katalytické doméné ma 3 histidiny (his218, 222 a 228)

které jsou schopny vazat katalyticky zinek (Bode, 2003).

Propeptidova doména se sklada ze tfi a-helix(i a spojovacich smycek. Presné struktury se
zatim podafrily urcit jen u nékterych MMP (Bode, 2003). Dllezitym prvkem propetidové
domény je vsak tzv. , Cystein-switch” motiv PRCGXPD, kde se SH-skupina cysteinu

koordinuje k zinku. Propeptidova doména slouzi k zachovani latentnosti enzymu. Pfi aktivaci
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MMP je vazba cystein-zinek zrusena a zinek koordinuje molekulu vody. Pfi nasledném
navazani substratu se tato molekula vody uvolfiuje a po deprotonizaci slouZi jako nukleofil

pfi hydrolyze peptidové vazby substratu (Strenlicht et Werb, 2001; Nagase, 2006).

2.4.3 Aktivace, inhibice a regulace MMP

Pro spravné fungovani musi byt MMP spravné lokalizovana a to ve spravny ¢as a spravném
mnozstvi. Jejich adekvatni aktivace a inhibice je tedy kliCovd pro zajisténi normalnich
fyziologickych funkci. Dllezita je tedy regulace na transkripcni a post-transkripéni Urovni. Na

urovni proteind jsou MMP regulovany mnohymi aktivatory a inhibitory.

Specifické biologické ucinky jednotlivych MMP jsou dany predevsim rliznymi vzory exprese
jejich genl. Exprese je regulovana mnohymi stimuldtory a supresivnimi faktory, které mohou
ovliviiovat vice signalnich drah. ZvySeni nebo snizeni exprese m(ize byt napftiklad ovlivnéno
Phorbol estery, integriny, bunéénym stresem a zménou tvaru bunky (Strenlicht et Werb,

2001).

MMP jsou produkovany jako latentni neaktivni proenzymy nebo zymogeny. Jejich aktivace
spociva v rozstépeni propeptidové domény a uvolnéni vazby cystein-zinek. Takové aktivace
jsou schopny napftiklad jiné, jiz aktivované MMP nebo nékolik serinovych proteinaz

schopnych Stépit propeptidovou doménu (Strenlicht et Werb, 2001).

Aktivita MMP je regulovana dvéma hlavnimi typy endogennich inhibitor(. Jsou to a,-
makroglobuliny a TIMP. a,-makroglobulin je plasmovy glykoprotein, ktery inhibuje vétSinu
proteindz uzavienim proteinu do komplexu makroglobulinu. TIMP jsou inhibitory aktivity
MMP v tkanich, v sou€asnosti jsou znamy 4 TIMP skladajici se ze 184 - 194 AMK. Reverzibilné
inhibuji MMP ve stechiometrickém poméru 1:1. Pokud je tedy exprese MMP nadmérnd a
neni dostatek TIMP na jejich inhibici, vede to k nerovnovaze reparacnich systéma. Napriklad
pfi hojeni mize byt ECM nadmérné degradovana a narusi se integrita tkané (Strenlicht et

Werb, 2001; Nagase, 2006).
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2.4.4 MMP a kolorektalni karcinom

Mnohé MMP vykazuji zvySenou expresi u nejriiznéjsich malignich nddord. Exprese a aktivace
se zvySuje s agresivitou nddoru a metastatickym potencidlem (Rebeca, 2004). Kolorektalni
karcinomy vykazuji expresi MMP-1, -2, -3, -7, -8, -9, -10, -11, -12 a -14. S postupnym vyvojem
a rGstem karcinomu se zvysSuje pocet rlznych MMP, ale také exprimované mnoZstvi.
Stromalni buriky v okoli nadoru syntetizuji vétSinu téchto MMP a je pravdépodobné, Ze
nadorové bunky mohou stimulovat stromadlni expresi skrze interleukiny, interferony a

rastové faktory (Rebecca, 2004; Rydlova et al, 2008).

Epidemiologické studie zkoumaly expresi MMP jako prognosticky faktor a napfiklad MMP-12
vykazuje urcity protektivni benefit. Existuje signifikantni korelace mezi ztratou exprese
MMP-12 a invazi nadoru do stfevni stény a uzlin. Pacienti s expresi MMP-12 vykazuji vyssi
preziti (76%) oproti pacientdm bez exprese MMP-12 (36%) a tato MMP je povaZovana za
signifikantni determinant celkového preziti. Mechanizmus, jakym MMP-12 protektivné
plsobi zatim neni zndm. Ostatni MMP jsou spojeny s nizkym celkovym prezitim. Pacienti
s vysokou expresi MMP-9 vykazuji 6x vyssi recidivu oproti pacientlim s nizkou expresi (Zeng
et al, 1996; Rebecca, 2004). 5-ti leté preziti je az 3,5x vyssi u pacientl s nizkou expresi MMP-
7 a exprese MMP-1 je také spojena se nizkym prezitim (Adachi et al, 2001; Rebecca,
2004).0becné metaloproteindzy pfispivaji k nddorové progresi od pocatecniho ristu az po

nadorovou invazi (Rydlova, 2008).

2.4.5 MMP-19

MMP-19 je jedna ze zinek-dependentnich endopeptiddz. Nékdy se také oznacuje jako MMP-
18 nebo RASI-I. Jeji umisténi je na chromozomu 12q13.2. MMP-19 se exprimuje v Siroké
Skale tkani, jako jsou epitelialni buriky nosohltanu, plic, prsa, klizZe, stfeva, sleziny, pankreasu
a vajecnikl. Lokalizovana je predevsim v cytoplasmé a sekretovana je do extracelularni
matrix. MMP-19 se sklada z 508 aminokyselin a jeji molekulovd hmotnost je 57357 Da

(URL:<http://www.genecards.org> [cit. 2016-02-04]).
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Jako ostatni metaloproteinazy je i MMP-19 produkovana jako inaktivni zymogen a aktivuje se
jinymi ECM proteindzami. MMP-19 je silné inhibovana TIMP-2,TIMP-3 a TIMP-4, TIMP-1 je
slabym inhibitorem MMP-19 (Clark et al, 2008).

Struktura genu

Zatimco vétSina MMP je kédovana 10 exony, lidskda a mysi MMP-19 je kédovana 9 exony.
Prvni exon kdduje cely signdlni peptid a prvni ¢ast propeptidu, druhy exon kdduje zbytek
propeptidu. Treti exon kdduje ¢ast katalytické domény, exon 4 a 5 kéduji cely zbytek
katalytické domény. Exon 6 kéduje Hingliv region a hemopexinu-podobné domény. Exony 7-
9 kéduji zbytek hemopexinu-podobné domény a exon 9 kéduje C-termindlni konec (Mueller

et al, 2000).

Gen MMP-19 obsahuje 7 554 pdru bazi a pfi alternativnim splicingu mohou vzniknout rizné
isoformy. V soucasnosti zndme 3 lidské isoformy a to RASI-I, RASI -9 a RASI-6. V této praci se
zabyvame pouze isoformou RASI-I, jelikoZz ostatni isoformy jsou produkovany v mnohem
mensi mire (URL:<http://www.uniprot.org> [cit. 2016.01-02];
URL:<http://www.phosphosite.org> [cit. 2016-01-02]).

Podobné jako spousta jinych MMP, obsahuje gen MMP-19 potencialni mista pro rliznorodé
transkripéni faktory. V pozici 29 relativné ke startu transkripce se nachazi TATA-box v oblasti
promoteru. V pozici 73 se nachazi vazebné misto pro transkripéni faktor AP-1. Dale existuji

vazebna mista pro dalsi transkripéni faktory jako NFkB, AP-2 a SP-1 (Mueller et al, 2000).

Navzdory typickému usporadani struktur, vykazuje MMP-19 prekvapujici rozdily v auto-
inhibujici sekvenci v propeptidové doméné. M3a se za to, Ze specifickd sekvence AMK
umoznuje autokatalytickou aktivaci MMP-19 (Stracke et al., 2000). DalSimi odliSujicimi prvky
jsou rozdily v oblasti linkeru, pfidané zbytky v katalytické doméné a rozdilnost karboxylového

koncového Useku (Maud et Jost, 2006).
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Vlastnosti proteinu

Katalyticka doména je zodpovédnd za degradaci mnoha rlznych komponent v ECM, patfi
mezi né Kolagen typu IV, nidogen-1, Fibronektin, tenascin-C, isoformy agrecanu a laminin-5-
gama-2-fetézec. Je zapojena do mnoha fyziologickych aktivit, jako bunééna proliferace,

migrace a anti-angiogeneze (Stracke et al., 2000).
MMP-19 a nadorova onemocnéni

Vzhledem k schopnosti degradovat rlzné substraty je schopna MMP-19 plsobit jak
rakovinovou progresi, tak i represi. Pfesna role MMP-19 je stale kontroverzni a neni zcela

objasnéna (Sena et al., 2012).

MMP-19 je schopna Stépit insulinu podobné ristové faktory, coz zplsobuje uvolfiovani IGF-1
a posiluje proliferaci keratinocytl, migraci a adhesi na kolagen typu | (Brauer et al., 2004).
Také je schopna Stépit laminin — 5- gama-2-fetézec v burikdch keratynocitli, coz pusobi na

integrin a favorizuje migraci epitelidlnich bunék (Brauer et al., 2004).

Pro siteni nadoru je také dlleZity proces angiogeneze, coz je tvorba novych kapilar zasobuijici
nador krvi. Experimenty na MMP-19 deficitnich mysich vykazuji vys$i angiogenezi a
nadorovou invazi (Maud et Jost, 2006). Dalsi studie popisuji rizné mechanismy anti-
angiogenniho uc¢inku MMP-19. Jednou z moznosti je Stépeni plasminogenu na angiostatinu
podobné fragmenty. Tyto fragmenty pak inhibuji proliferaci, mikrovaskularizaci a tvorbu
kapilarnich struktur. Jednd se tedy o anti-angiogenicky ucinek. Dalsi mozZnosti je poskozeni
bazalni membrany, jenZ podporuje proces diferenciace endotelidlnich bunék. Toho muze byt
dosazeno skrze stépeni nékterych komponent bazalni membrany (Brauer et al., 2004). Jedna
ze studii popisuje, Ze vysoké koncentrace MMP-19 maji negativni vliv na rlst endotelidlnich
bunék. Déje se tak skrze stépeni nidogenu-1, coz vede k inhibici kapilarnich struktur (Brauer

etal., 2004).
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2.4.6 MMP-19 a kolorektalni karcinom

V normalnim epitelu stfeva se MMP-19 nachazi v oblastech s proliferujicimi burikami, jako
jsou krypty tlustého stfeva. Bézné se vyskytuje ve zdravé tkdni v nizkych koncentracich, pfi
prechodu z normalni tkdné v nddorovou se vSak mnozstvi MMP -19 signifikantné zvysuje

(Bister et al., 2004).

Studie z roku 2012 potvrdila tento expresni profil s vyuZitim fluorescencni analyzy, metody
Western Blotting a také gRT-PCR. Veskeré metody ukazuji konzistentni vysledky nizkého
vyskytu MMP-19 v normalni mukdze a nasledné zvyseni exprese u prechodu mikroadenomu

a adenomU na karcinom (Sena et al., 2012).

Dalsi studie z roku 2014 sledujici rizné exprese potvrzuje, Zze MMP-19 je pravdépodobné
zapojena v progresi kolorektalnich nadorovych onemocnéni. Pfesny expresni vzor MMP-19 u
kolorektalniho karcinomu neni vSak zcela jasny a proto jsou nutné dalsi prace (Sena et al.,

2012; Cervinkova et al., 2014).

2.5 Imunohistochemie

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 mizZzeme obrazné predstavit jako vztah
specifického klice (protilatky, ktera je zpravidla volnd) k zamku (tkarnovému antigenu, jenz je

zpravidla pevné fixovan na urcitou strukturu, napf. na povrch burky (Beranova, 2002).

Princip imunohistochemie (IHC) byl zndm uZ od 30. let 20. stoleti, ale az roku 1942 byla
publikovana prvni studie identifikujici antigeny Pneumokoka v infekéni tkani. V soucasné
dobé je vyuzivana k diagnostice onemocnéni, vyvoji Iékl a vyzkumu. Vyuziti specifickych
nadorovych markerd umoznuje rozliseni benignich a malignich nadorl, urcovani stadia a
diferenciace typu bunék a plvodu metastdz (URL:<http://www.thermoscietific.com> [cit.

2016-02-04]).
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2.5.1 Zakladni typy metod

Pfima metoda vyuzivd nejjednodussiho zplsobu lokalizace antigenu ve tkani. Primarni
protilatka je pfimo oznacena enzymem, fluoresceinem nebo kovem. Tato metoda neni pfilis
citlivd a je vhodna, pokud je antigen ve tkdni pfitomen ve vysoké koncentraci. Ma vétsi

uplatnéni u nativnich tkani, u tkani zalitych do parafinu je malo citliva (Beranova, 2002).

7

Nepfima dvoustupriovd metoda je ve srovnani s pfimou metodou komplikovanéjsi, ale
citlivéjsi. Spociva v aplikaci neznacené primarni protilatky, specifické pro hledany antigen a
nasledném poufziti druhé tzv. sekundarni protilatky, kterd je znacena a jeji signal odecitdme

(Beranova, 2002).

Nepfimé trojstupnové metody se pouzivaji predevsim v pfipadé, Ze mnozstvi antigenu ve
tkani je opravdu nizké, jsou tedy obecné nejcitlivéjsi. Je to metoda amplifikaéni a vyuziva
sekundarni protilatku, kterad je neznacena jako mUstek pro dalsi komplex, ktery je znaceny

(Beranova, 2002).

= Nepiiméa metoda
Pfima metoda = dvojstupriova metoda, zaloZzena na
= primarni protilatka znacena pfimo imunologické vazbé sekundarni znacené
protilatky na protilatku primami
Sekundarni protilatka

Pfmé zna&eni primami m
protilatky, napf. kovem &i
fluoresceinem

Primami protilatka
P Primarni protilatka

Rez Rez

Nepriima trojstupriova metoda

i

ﬁ'& Komplex peroxidasa-anti-peroxidasa

Specifické neznaéené sérum proti
primarni protilatce = *mistek”

Priméarni protilatka

Rez

Obr. 9: Schéma IHC metod (Beranova, 2002).
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2.5.2 Tkanové mikroaray

Tkanova mikroaray je inovativni technika pouzivand v patologii. Podstatou je koncentrace
vzorki do jednoho bloku a moZnost analyzovat mnoho vzorku soucasné. Tkanové
mikroaraye (TMA) jsou pevné parafinové bloky obsahujici extrahované cylindrické vzorky
tkani z rGznych parafinovych blok( (tzv. donorové bloky). Nejprve jsou z donorovych bloku
pfipraveny standartni fezy a po provedeném obarveni zkuSeny patolog vybere v tkani misto
ur¢ené kextrakci. Nejcastéji je predmétem zajmu ndadorova tkan. Podle moZnosti
instrumentace (automatické nebo poloautomatické pfristroje) probihd extrakce vzork(
z oznacené oblasti. MnozZstvi vzork( schopnych vloZit do recipientniho bloku je variabilni a
zavisi na designu pldnované araye, ale predevsim na schopnostech dostupné techniky.
Moderni techniky vyuZivaji jehel s primérem 0,6 mm a umoznuji tak pohodIné umisténi az
600 vzorkll na velikost standartniho bloku. Aby byla moZna naslednd orientace
v recipientnim bloku, ma kazdy vzorek své presné koordinadty, které jsou zpracovany
v softwaru zatizeni a pro snadné pouziti jsou ¢asto prevadény do formatu tabulky Microsoft

Excel (Nazar, 2009).

Po zaplInéni se recipientni blok kraji na mikrotonu na tenké fezy a stejné jako bézny tkanovy
fez je mozné provadét nasledné analyzy (Nazar, 2009).
@
DONOR (

—

Odebrani tkané

|

4
e A

RECIPIENT : RECIPIENT

Rez na skligku Rez arraye Recipientni blok

Obr. 10: Schéma pfipravy TMA (URL:< http://www.researchgate.net> [cit. 2016-01-02]).
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Vyhodou je mnohonasobné navyseni vyuZiti studované tkané, jelikoZz pracujeme s malymi
vzorky tkané. Ddle je vyhodou moZnost analyzovat mnohem vice vzorkd v jednom fezu a
zaroven experimentalni uniformita. Ke kazdému vzorecku je pfistupovano stejné a mikroaray
je pristupnd pro poutziti Sirokého spektra technik (Imunohistochemické barveni chromogeni
nebo fluorescencni, analyza mRNA apod.) Zaroven dochazi k spore chemikalii, jelikoZ pouze
malé mnoiZstvi chemikadlii staci k analyze velkého mnoZstvi vzorkd. Tato metoda se tedy
ukazuje jako velmi Gcinna u reakci vyuzivajicich drahé reagencie. V neposledni fade je
vyhodou nedestruktivnost metody, jelikoZz z donorovych blok(i vyfezdvame pouze malé
vzorky. Je tak moziné dale pouzivat donorové bloky pro jakoukoliv diagnézu. Jedna
z nejcastéjsich kritik TMA je, Ze opravdu malé vzorky nejsou dostate¢né reprezentativni pro
cely nador. Tato Uvaha je nejcastéjsi u heterogennich nador( (adenokarcinom prostaty,
Hodgkintv lymfom). V soucasnosti je k dispozici instrumentace semi-automaticka nebo plné

automaticka (Nazar, 2009).

Obr. 11: Semi-automaticky pfristroj na tvorbu TMA blok( (URL:<http://parsgene.com> [cit.
2016-01-02]).
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3 Cile prace

1. Cilem této prace byla imunohistochemickd detekce MMP-19 ve vzorcich

kolorektalnich adenomu a adenokarcinomu.

2. Porovnani exprese MMP-19 mezi kolorektalnim adenomem a adenokarcinomem,
korelace délky preziti s expresi MMP-19 ve tkani, hodnoceni pozitivnich a negativnich

rizikovych faktord.

25



4 Experimentalni cast
4.1 Materidl a metodika

Chemikalie

Primarni protildtka MMP19 (Abcam, kat. ¢. ab53146), Dako EnVisionTM + Dual Link System-
HRP (DakoCytomation, kat.c. K4061), Liquid DAB + Substrate Chromogen Systém

(@

(DakoCytomation, kat. ¢. 3468), pertex (Histolab), dihydrat citratu sodného (Aldrich, kat.

(@]

85,578-2) Tween 20 (Sigma, kat. ¢. P7949), bovinni albuminova frakce V (Sigma, kat.
816110) , suSené odtucnéné mléko, 10 % NaN3 (Sigma, kat. ¢. 26628-22-8), fetdlni sérum,
H,0, 30% obj. (Lechner), dodekahydrat kamence hlinitodraselného (Lachner), hematoxylin
(Lachner), NaCl (Mikrochem), KCI (Mikrochem), KCI (Lachner), Aceton (Mikrochem), Xylen
(Mikrochem), Ethanol 99,5% obj. (Mikrochem), HslOg (LEM), HCI (Lachner)

Instrumentace a pracovni pomucky

Mikrotom (PFM), vodni lazen 1450 (Sakura), vodni lazen TWS8 (Julaba), termostat IP100-U
(Biotech), lednice C4023 (Liebher), digestof (Merci), mikroarrayer Galileo TMA CK 3500
(ntegrated System Engineering), mikroskop (Axio), pH metr (Denver Instruments), vortex V-1
plus (Biosan), minicentrifuga (Fisher Scientific), magnetickd michacka (Keidolph), digitalni
vaha SBC-21 (Scaltex), digitdlni timer (Technoline), Kladné nabitd podlozni skla (Thermo
scientific), kryci skla, barvici nadoby, parafinovy fix Liquid blocker, vlhkd komdrka,
automatické pipety, Spi¢ky, odmérné valce, kadinky, mikrozkumavky, odpadni lahev,

bunicina, skalpel, pinzeta, gumové rukavice, centrofix.

Biologické vzorky

Z Ustavl klinické a molekuldrni patologie LF UP a FN Olomouc ndm byly zapQjéeny parafinové

bloky s nadorovou tkani.
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4.2 Imunohistochemicka detekce MMP-19

4.2.1 Ptiprava roztok

Zasobni roztok 10x koncentrovany PBS (10xPBS)

Navazky 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na,HPO,4 . 12 H,0 a 2,4 g KH,PO4 byly rozpustény v
deionizovné H,0 a nasledné byli doplnény do celkového objemu 1 litru. pH bylo upraveno na

hodnotu 6,8. Po nafedéni na 1xPBS se hodnota pH zménila na 7,4.
1x PBS s Tweenem

100 ml roztoku 10xPBS bylo smichdano s 900 ml deionizované H,0 a 1 ml Tweenu 20.

Vzdy se ptipravuje Cerstvy roztok.
Roztok pro blokaci endogenni peroxidasy

10 ml 30% roztoku H,0, bylo smichano s 90 ml 1x PBS s Tweenem. Vzdy se pfipravuje

Cerstvy roztok.
Blokacni mléko

Navazky 3 g suSeného odtu¢néného mléka, 2 g bovinni albuminové frakce a 1 ml 3%
roztoku NaNs byly nejprve rozpustény v 50 ml roztoku 1x PBS s Tweenem. Po rozpusténi byl

objem doplnén do 100 ml roztokem 1x PBS s Tweenem. Vidy se pfipravuje Cerstvy roztok.
Redici roztok pro primarni protilatku

900 pl 1x PBS s Tweenem, 100 pl Fetdlniho séra a 10 pl 10% roztoku NaNs3 bylo

smichano v mikrozkumavce. Vzdy se pfipravuje ¢erstvy roztok.
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Redici roztok pro sekundarni protilatku

900 ul 1x PBS s Tweenem a 100 pl Fetalniho séra bylo smichano v mikrozkumavce.

VZdy se pfipravuje Cerstvy roztok.

Kamencovy hematoxylin

Roztok kamencového hematoxylinu byl pfipraven smichanim 50 ml 5% (KAI(SO,), . 12 H,0, 1
ml 10% hematoxylinu v 96% EtOH, 1 ml 2% HsIOg a 10 kapek 3% koncentrované HCI.

5% zasobni roztok kamence hlinitodraselného (KAI(SO4);.12 H,0): Navazka 5 g

KAI(SO4), .12 H,0 byla rozpusténa ve 100 ml deionizované H,0.

10% zasobni roztok hematoxylinu v 96% EtOH: Navazka 1 g hematoxylinu byla

rozpusténa v 10 ml 96% roztoku etanolu.

2% zasobni roztok kyseliny jodisté: Navazka 0,5 g HslOg byla rozpusténa ve 25 mi

deionizované H,0.

3% zasobni roztok konc. HCl (35%): Do 91,4 ml deionizované H,0 bylo pfidano po
kapkach 8,6 ml konc. HCI.
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4.2.2 Imunohistochemicka detekce

Pfiprava TMA fezi

Cast vzorkd byla hodnocena pomoci tkdfiové mikroaraye. Ke kompletaci tkarfiové mikroaray
byl vyuzit semiautomaticky pfistroj Galileo TMA CK 3500. Do pracovni oblasti byl upevnén
recipientni blok a donorovy blok. Z recipientniho bloku byl vyfiznut tenky valecek parafinu a
do vzniklého prazdného mista byl vlozen valecek s vyfiznutym vzorkem z donorového bloku.
Z kazdého donorového bloku byly vytiznuty 2 vzorky, které byly v recipientnim bloku
umistény na opacnych strandch bloku. Pozice jednotlivych vzorkli zaznamendval software

pfistroje.

Po zkompletovani mikroaraye byl blok pfipraven k pouZiti jako bézny parafinovy blok

s jednim vzorkem.

Priprava tkanovych rezi

Vzorky, zalité v parafinovych blocich, byli natezany na 4 um tenké fezy a uchyceny na kladné

nabyta podloZni skli¢ka. Sklicka byla inkubovana v termostatu pres noc pfi teploté 56 °C.

Deparafinizace tkanovych ezl

Vzorek byl inkubovan po dobu 5 minut 3x v roztocich xylenu a poté vidy po 5 minutach
v roztoku 99,5% etanolu, nasledné 80 % etanolu a naposledy 70 % roztoku etanolu. Poté byly

vzorky promyty deionizovanou vodou.

Inkubace ve vodni lazni

Vzorky byly inkubovany v predem vyhratém citratovém pufru o pH 9 po dobu 40 minut pfi
teploté 95-99°C. Nasledné byly vzorky z vodni |dzné vytazeny a ponechany 20 minut pfi
laboratorni teploté. Vzorky byly promyty deionizovanou vodou nejméné 2x a nasledné byly

vzorky ponoreny do roztoku 1x PBS s Tweenem na dobu 5 minut.
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Blokace endogenni peroxidazy

Vzorky byly dale ponofeny do Cerstvého roztoku pro blokaci endogenni peroxidazy. Inkubace

trvala 10 minut a poté byla sklicka 2x rychle propldchnuta v roztoku 1x PBS s Tweenem.

Oplach

Po rychlém promyti byly vzorky v nadobce ponechdny na 5 minut v novém 1x PBS s

Tweenem. Stejny krok byl 2x opakovan.

Blokace v blokacnim mléce

Sklicka byla ndsledné inkubovana v roztoku blokacniho mléka po dobu 1 hodiny.

Oplach

Po rychlém promyti (2x) byly vzorky v nadobce ponechdny asi na 5 minut v novém 1x PBS s

Tweenem. Stejny krok byl 2x opakovan.

Aplikace primarni protilatky MMP-19

Sklicka byla opatrné osusena. Pomoci parafinového fixu byla ohrani¢ena oblast kolem fezu.
Poté byla do ohranicené oblasti nanesena primarni protilatka (200 pl). Sklicka byla uloZzena

do vlhké komarky a byla inkubovdna v chladu v lednic¢ce pfes noc do druhého dne.

Oplach

Nasledujiciho dne, byla sklicka vloZzena do nadobky a 2x rychle proplachnuta pufrem 1x PBS

s Tweenem. Poté byla sklicka inkubovana v tomto pufru 3x po 5 minutach.
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Aplikace sekundarni protilatky En Vison+ Dual Link Systém -HRP

Sklicka byla opatrné osusSena a zbavena prebyte¢ného pufru. Nasledné byla aplikovdna
sekundarni protilatka (200 pl) do ohranicené oblasti fezu a sklicka byla inkubovana pfi

laboratorni teploté po dobu 1 hodiny.

Oplach

Sklicka byla 2x rychle oplachnuta pufrem 1x PBS s Tweenem. Nasledné byla sklicka

inkubovana 3x5 minut v tomto pufru.

DAB+ vizualizace

Sklicka byla opatrné osusena a byl odstranén prebyteény pufr. Poté byl aplikovan (200 pl)

pfipraveny roztok DAB+ Chromogen systém (1 ml DAB + substrat a 1 -2 kapky Chromogenu).

Sklicka byla takto inkubovdna po dobu 10 minut a poté byla opatrné oplachnuta

deionizovanou vodou.

Obarveni hematoxylinem

Poté byla skli¢ka s rezy vloZzena do barvici naddobky s roztokem hematoxylinu. V barvivu byla
sklicka inkubovana asi 30 sekund a nasledné byla sklicka prenesena do nadobky
s deionizovanou vodou. Nasledné byla nddobka proplachovéna pod tekouci pitnou vodou po

dobu 2 minut.

Montovani skel

Oplachnuta sklicka byla inkubovana po dobu 1 minuty v roztoku acetonu, nasledné po 1
minutu v roztoku acetonu a xylenu (1:1) a naposledy v roztoku xylenu také po dobu 1

minuty.

Sklicka byla poté vytahnuta s xylenu, osusena a zamontovana krycim sklem do montovaciho

média Pertex.
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Vyhodnoceni

Vyhodnoceni provadél patolog, hodnocena byla pozitivita exprese MMP-19 v cytoplazmé

nadorovych bunék, v bazdlnich burikdch bez nddoru a ve stromalnich burikach.
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5 Vysledky

Celkem bylo imunohistochemicky otestovano 20 vzorkl adenom( a 20 vzork(
adenokarcinoml. VSechny vzorky byly testovdny nepfimou dvojstupriovou metodou na
pfitomnost proteinlt MMP-19 v cytoplazmé, bazalnich burikdch a ve stromalnich burikach.
Vzorky byly vyhodnoceny pomoci H — indexu (pozitivita slaba 1+, stfedni 2+ a silnd 3+,
nasobena procenty pozitivnich bunék). Pozitivni tkan byla zbarvena do hnéda a negativni
tkan zGstdvala namodrala (viz. Obr. 12 a 13). Slab3 pozitivita odpovida intenzité zbarveni 10

—29%, stfedni odpovida 30 — 60% a vysoka odpovida 61 — 100%.

Ve statistickém softwaru R byla zpracovana ziskand data a bylo provedeno srovnani exprese
proteinu MMP-19 v jednotlivych ¢astech tkani u adenomd a adenokarcinoml. Byl také
sledovan vliv histologického typu na celkové preziti (OS — overall survival) prostrednictvim
long-rank testu. U vybranych a faktord byly odhadnuty kfivky prezivani metodou Kaplan-

Meiera. U vSech analyz byla stanovena hladina signifikance na 5%.

Statisticky vyznamné se liSi exprese u bazalnich bunék, exprese je znatelné zvySena u
adenomd. (viz. Obr. 14 a Tab. 6). 15 z 20 vzork(l adenomu bylo pozitivnich a nejc¢asté;jsi
intenzita je 2+ (10/20 vzork( = 50%). U adenokarcinomu se vyskytuje MMP-19 v bazalnich

burikdch vyjimecné, v testovaném souboru se jednalo pouze o 1 vzorek z 20.

Pozitivita MMP-19 v cytoplazmé a ve stromdlnich burikdch se statisticky vyznamné nelisi (viz.

Obr. 15-16 a Tab. 6).
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Obr. 12: Na levém obrdzku se nachazi imunohistochemicka detekce proteinu MMP-19 -
negativni tkan adenokarcinomu a na pravém obrdazku je ukazka pozitivni detekce (hnédé

zbarveni) proteinu MMP-19 u adenokarcinomu.

Obr. 13: Na levém obrazku se nachazi imunohistochemicka detekce proteinu MMP-19 -
negativni tkan adenomu a na pravém obrazku je ukazka pozitivni detekce (hnédé zbarveni)

proteinu MMP-19 u adenomu.
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Tab. 6 : Hodnoceni pozitivity a intenzity u adenomU a adenokarcinomU v jednotlivch ¢astech

tkané. 1 = pozitivni, 0 = negativni.

Intenzita adenokarcinom adenom
cytopazma 0 1/20 3/20
1 19/20 17/20
Int.cytoplazma 0 1/20 3/20
1+ 2/20 6/20
2+ 9/20 7/20
3+ 8/20 4/20
bazalni 0 19/20 5/20
1 1/20 15/20
Int.bazalni 0 19/20 5/20
1+ 1/20 2/20
2+ 0/20 10/20
3+ 0/20 3/20
stromalni 0 14/20 10/20
1 6/20 10/20
Int.stromalni 0 14/20 10/20
1+ 3/20 5/20
2+ 2/20 4/20
3+ 1/20 1/20
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Obr. 14: Pozitivita MMP-19 v bazalnich bunikach u adenomu (adenom) a adenokarcinom{

(adenoca), n = pocet vzorkl ve skupiné, 1 = pozitivni, 0 = negativni , p-value <0,001.

Obr. 15: Pozitivita MMP-19 v cytoplazmé u adenomu (adenom) a adenokarcinom

(adenoca), n = pocet vzorkl ve skupiné, 1 = pozitivni, 0 = negativni, p-value = 0,605.

Obr. 16: Pozitivita MMP-19 ve stromalnich bunkach u adenomu (adenom) a
adenokarcinomU (adenoca), n = pocet vzork( ve skupiné, 1 = pozitivni, 0 = negativni, p-value

= 0,333.
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Podle ocekavani, ve skupiné adenom0 Zadny z pacientd nezemrel a adenokarcinom se tedy
jevi jako rizikovy faktor. U adenokarcinom( za sledované obdobi zemrelo 16 z 20 lidi a
medidn preziti je 28,2 (95%Cl = 23,3) mésich. Procentualni Sance preziti jednoho roku je

80+8,9 % (viz. Obr. 17 a Tab. 7).

histologie N events (%) median (95%Cl) 1y-surviSE (%) logrank, pV
adenokarcinom 20 16 (80%) 28.2 (23.3,NA) 8018.9 0.033
adenom 8 0 (0%) NA (NA,NA) 1000

Tab. 7 : Vliv histologie na preziti, testované pomoci long-rank testu (p-value). N = pocet
pozorovani, events = pocet udalosti (Umrti), 1y-surv+SE (%) = procentudlni Sance preziti

jednoho roku.

Median preZiti u pacientll s diagnézou onemocnéni C18 (zhoubny novotvar tlustého stfeva)

je 45,1 (95%ClI = 25,5) mésici. U pacientd sdiagnézou C19 (zhoubny novotvar
rektosigmoidedlniho spojeni) je medidn preziti 9,5 (95%Cl = NA) mésice a je az 14x rizikovéjsi
(Hodnota HR = 14,43 [95%CIl = NA). Pacient s diagndzou C19 byl v testovaném souboru pouze

jeden a proto témto udajim nepfikladame statistickou dulezitost (Viz. Obr. 18 a Tab. 8).

Diagndza N events (%) median (95%Cl) 1y-surviSE (%) logrank, pV
C18 12 9 (75%) 45.1 (25.5,NA) 75+12.5 0.031
c19 1 1 (100%) 9.5 (NA,NA) 10040
c20 7 6 (85.7%)  25.8 (22,NA) 75+12.5

Tab. 8 : Vliv diagndzy onemocnéni na preziti, testované pomoci long-rank testu (p-value). N =
pocet pozorovani, events = pocet umrti, 1y-survSE (%) = procentudlni Sance preziti jednoho

roku.

Ve skupiné adenokarcinom(l ukdzal long-rank test jako statisticky vyznamny faktor pozitivitu
ve stromdlnich bunkach (p-value = 0,001), (Viz. Obr. 19). Pro prezivani je pozitivita MMP-19
rizikova s hodnotou HR = 21,8 (95%Cl = 3,45 — 137,25).
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Obr. 17: Kaplan-Meieriv odhad preziti u adenomUl a adenokarcinom( v zdvislosti

histologickém typu. N = pocet pozorovani, events = pocet udalosti (Umrti), p-value = 0,033.
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Obr. 18 : Kaplan-Meiertv odhad preziti vzhledem k diagnéze onemocnéni. N = pocet

pozorovani, events = pocet udalosti (Umrti), p-value = 0,031.
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Obr. 19: Kaplan-Meier(v odhad preziti u pacienl s pozitivni MMP-19 ve stromalnich burnkach

u adenokarcinomui. N = pocet pozorovani, events = pocet udalosti (Umrti), p-value = 0,002.
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6 Diskuze

Cilem prace bylo prozkoumat expresi proteinu MMP-19 pomoci imunohistochemické
detekce a nasledné porovnat vysledky mezi adenomy a adenokarcinomy. Ddle bylo cilem
pozorovat mozZnou korelaci mezi celkovym prezitim (OS) a detekci MMP-19

v adenokarcinomech.

Z vysledk( této prace se jevi, Ze se MMP-19 v bazalnich bunkach ztraci po preméné adenomu
v adenokarcinom. Prace z roku 2002 ukazuje podobné chovani MMP-19 u karcinomu kdZze.
Zvysend exprese MMP-19 se objevujeu bazalnich keratinocytd na povrchu
hyperproliferujiciho epitelu, ale exprese se snizuje, pokud se bazalni keratinocyty stanou

maligni (Impola et al., 2002).

Dale nase vysledky ukazuji expresi MMP-19 ve stromalnich burnkach jako negativni faktor pro
celkové preziti. Podle prace autorG Sena et al. Se MMP-19 exprimuje prevainé ve
stromalnich burikdch a vyskyt se zvySuje u stromalnich bunék v karcinomech (Sena et al.,
2012). Vysledky nasi prace sice ukazuji statisticky nevyznamny rozdil mezi adenomy a
adenokarcinomy, ale zhorSené preZiti u pacientd svyskytem MMP-19 ve stromalnich
bunkach ukazuje shodu s autory, podle kterych je pfitomnost MMP-19 ve stromalnich
bunikach dulezitym faktorem pro karcinogenezi a progresi karcinomu, coz vede k horsimu

preziti (Sena et al., 2012).

Prace (Cervinkova et al.) z roku 2014 popisuje snizeni exprese MMP-19 ve vzorcich
kolorektalnich karcinom(l. Nalezené publikace zabyvajici se méfenim MMP-19 ve vzorcich
adenomU a adenokarcinomi vSak nerozlisuji expresi v cytoplazmé u bazalnich bunék a u
stromadlnich bunék. Pouze jedind nalezend prdce popisuje expresi ve stromalnich bunkach,

makrofazich a fibroblastech (Sena et al., 2012).

Hodnoceni vysledkd ndm stézuje maly soubor pacientl, na zdkladé ziskanych vysledkd vsak
mUzZeme fici, Ze byla pozorovana nizsi exprese MMP-19 u bazalnich bunék adenokarcinom(
nez vadenomu a naSe vysledky jsou tak v souladu strendem obecného Utlumu exprese

v karcinomech (Cervinkova et al., 2014). Zaroveri byla viak pozorovana lehce zvy$end, avak
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statisticky nevyznamnd exprese ve stromalnich burnkach, coZ je v rozporu s predchozimi

tvrzenimi, ale v souladu s praci (Sena et al.) z roku 2012.

Statistickd analyza ukdzala diagnézu C19 jako rizikovy faktor. Tento udaj vSsak nevnimame
jako relevantni, nebot v testovaném vzorku byl pouze jeden pacient s C19. Opét se tedy

odkazujeme na nutnost vétsiho souboru pacientl v zajmu ziskdni relevantnéjsich dat.

RGznorodost a casta protichddnost tvrzeni jednotlivych autorl dokazuji, Ze presnd role a
funkce MMP-19 neni zcela prozkoumdna. VétSina praci navic pozoruje tento protein
v rznych typech bunék a v rdznych fazich onemocnéni. Jak naznacuje prace Cervinkové,
muze svou roli sehrat i nevhodné zvolend protildtka neschopnd detekovat MMP-19 bez
propeptidové domény. Je tedy patrné, Ze pro vyuziti MMP-19 jako prognostického faktoru
je zapotrebi mnoha dalSich studii, objasnujicich rznou expresi v rliznych tkanich a stadiich

onemochéni.
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7 Zaver

Tato bakalarska prace se zabyvala detekci proteinu MMP-19 ve vzorcich adenoml a
adenokarcinomU. Byla sledovana exprese proteinu MMP-19 v cytoplazmé bunék, v bazalnich

bunkach a ve stromalnich bunkach.

V teoretické ¢asti této prace je shrnuta problematika kolorektdlniho karcinomu a adenomd.
Také jsou popsdny metaloproteinazy a predevsim MMP-19, jeji vztah k nadorovym
onemocnénim a ke kolorektdlnimu karcinomu. V posledni casti je kratce shrnuta

imunohistochemie a vyuziti modernich technik tkanovych mikroaray (TMA).

V experimentalni ¢asti je nasledné popsana priprava vzork( k detekci, tvorba TMA a samotna

imunohistochemicka detekce.

Z vysledk( nasi statistické analyzy jsme zjistili, Ze vyskyt MMP-19 ve vzorcich adenom je
vyrazné vysSi u bazalnich bunék a nizsi u bazdlnich bunék adenokarcinomi. Vyskyt
v cytoplazmé a ve stromalnich burnikdch se vyrazné nelisil. Preziti bylo horsi u pacientt
s adenokarcinomem, nebot ve skupiné adenomU nikdo nezemftel. U karcinomu jsme zjistili,

Ze vyskyt MMP-19 ve stromalnich bunkach se jevi jako negativni faktor vzhledem k preziti.

Na zdkladé téchto vysledku soudime, ze MMP-19 hraje roli v procesu maligniho zvratu
adenomu na adenokarcinom a je tedy rizikovym faktorem. Zaroven predpokladame, ze po
malignim zvratu pfitomnost MMP-19 klesa, jak jsme pozorovali v bazalnich burikach a jak je
popsano vV literature. Je ale nutné analyzovat vétsi soubor pacientll, abychom toto chovani

MMP-19 Iépe pochopili a spolehlivé dolozili.
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9 Seznam pouzitych zkratek

AJCC - American Joint Committee on Cancer

AMK - Aminokyselina

CRC - Kolorektalni karcinom

CIN - Chromozomalni instabilita

CT - Pocitacova tomografie

DNA - Deoxyribonukleova kyselina

DAB - 3,3-diaminobenzidin

ECM - Extracelularni matrix

FAP - Familidrni adenomatézni polypdéza
IHC - Imunohistochemie

IARC - Mezindrodni organizace pro vyzkum rakoviny

MKN - Mezinarodni klasifikace nemoci
MMP - Metaloproteinaza

MRI - Magneticka rezonance

MRNA - Messenger ribunukleova kyselina
NOR - Narodni onkologicky registr

NFkB - Vazebny faktor

OS - Celkové preziti

PBS - Promyvaci pufr
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gRT-PCR - Real time polymerase chain reaction

RAS-1 - Rheumatoid Arthritis Synovium Inflamed — 1

RAS-6 - Rheumatoid Arthritis Synovium Inflamed — 6

RAS-9 - Rheumatoid Arthritis Synovium Inflamed — 9

SP-1 - Vazebny faktor

TNM - Tumor node metastasis

TIMP - Tkanovy inhibitor metaloproteinaz

WHO - Svétova zdravotnicka organizace

TMA - Tkaniovd mikroaray
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