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SOUHRN

V¢asna diagn6za nadorového onendmérje predpokladem zdarné &iané
lécby. Jednou z moznosti, jak ho odhalit, je detelpeeisickych markek pro dany typ
a pokrailost nadorového onemoémi. Barretiiv jicen je komplikaci refluxni choroby
jicnu a v sotiasné dob je pokladan za prekancerdzni stav, ktefiypodcerni &by
muze vést ke vzniku adenokarcinomu jicnlako kazdé nadorové onemaahje vznik
Barrettova jicnu podmém multifaktorialnim fettzcem znén v genomu a proteomu
k tomu, Ze se stéle vice rozf§e spektrum nadorovych markepro Barrethv jicen,
byla v diplomové praci sledovana &na aktivity telomerazy a exprese hTERT.

Cilem této prace bylo pomoci metod TRAP, Westerot banalyzy
a imunohistochemie sledovat vztah aktivity telomgra Barrettova jicnu a snaha
o korelaci aktivity enzymu se stufm pokrailosti vyvoje Barrettova jicnu. Telomeraza
je enzym, ktery btkdm umo#uje prodluZzovat konce chromozéna zajistit jim tak
stabilizaci a nesmrtelnost. Metodou TRAP byla pmdkea aktivita telomerazy u vzdrk
Barretova jicnu, adenokarcinomu (krérdvou vzorki), karcinoidu, imortalizovanych
burék fibroblasti, burek MCF-7, tkag steva, ale také u tké&nzdravého jicnu.
Pti sledovani exprese proteinu hTERT Western blotyaoa doslo k detekci hTERT
uvSech vzork tkare jicnu (nadorové i nenadorove), u Boné linie MCF-7,
u zdravych a imortalizovanych bk fibroblasti, avSak nikoliv u vzork zdrave
a naddorové tk&hstreva. Na zakla#l vysledki experimentalniéasti bylo zjis¢no, Ze
vySSi aktivita telomerazy neodpovida vySSimu stuprdlignity, a Ze v fpad
Barretova jicnu neni telomerazova aktivita vhodnfomarkerem pro stanoveni

diagndzy tohoto onemoéni.



SUMMARY

Diagnosis on time of cancer disease is an expentatf successful and
effective therapy. One of the possibilities howdtetect it is a detection of specific
markers for certain type and development level afcer disease. Barrett oesophagus
occurs as a consequence of gastrooesophageal wilease, it is a precancerous
condition and if we underestimate the therapy ih dead to the development
of adenocarcinoma. The development of Barrett desggs is conditioned
by multifactorial chain of changes in genome or proteoof oesophageal cells.
However, detection on time of these changes prewdsuccessful therapy. Considering
there are still more types of tumor markers for rBer oesophagus that is why
the change of telomerase activity and expressiomT@&ERT were observed in my
diploma thesis.

The aim of this thesis was to observe relationgloimerase activity in Barrett
oesophagus by methods TRAP, Western blot analyslsramunohistochemistry and
if an activity of enzyme correlates with a devel@mnlevel of Barrett oesophagus.
Telomerase is an enzyme, which makes it possibédotagate the end of chromosomes
of cells and which provide them stabilization amdmiortality. By method TRAP
telomerase activity was found out in samples ofr&aresophagus, adenocarcinoma
(except of two samples), carcinoid, immortalizedbrdblast cells, MCF-7 cells,
intestinal tissues but also in the normal oesopdilatigsue. In observation of hTERT
protein expression by Western blot analysis, hTERAs detected in all samples
of oesophagus (malignant and non-malignant), cele | MCF-7, normal and
immortalized fibroblast cells, nevertheless any-nmalignant or malignant intestinal
samples. On the basis of results from the expetimhgmart of thesis it was found out
that higher telomerase activity is not correlatehwhigher level of malignancy and
in case of Barrett oesophagus telomerase actwityt suitable biomarker for diagnosis

of this disease.
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1 UvoD

Béhem poslednich let doSlo k idtu diagndéz nadorovych onemeain
Vcasné odhaleni prekancer6zniho stavu, fipapk vcasna |éba nadorovéeho
onemockni prispiva nejen k dobrému zdravotnimu stavu populate, odrazi se
i v ekonomickych parametrech zdravotnic@éRakovina je onemoéni, i kterém
dochazi k nekontrolované proliferaci dnJednim z mechanigmumoziujici bunkam
nekontrolovanou proliferaci, je zvySena aktivitazymu telomerazy, ktera je
zodpowdna za prodluzovani koticchromozoni (telomer). Pokud je tento enzym
nadn&rné aktivni, dochazi k tzv. nesmrtelnosti BknU normalnich bugk se telomery
zkracuji hem kazdého buxiného dleni. Jakmile ale telomery dosahnou kritické
deélky, burgény cyklus se zastavuje a dochazi ke smisenescencé bunééné smrti.
Pokud ale nejsou v tomto stupni Baného cyklu aktivovany kontrolni body, itky
pokraiuji dale v proliferaci.

Existuje mnoZstvi studii, které se z#uji na aktivitu telomerazy v pbéhu
nadoroveho onemoéni. Ta byla prokazana v 85 % vSech lidskych nédor
v embryonalnich tkanich a v zarédgch buwkach. Zasahy do aktivity telomerazy
mohou mit vyznam ip |écbé¢ nadofi. Pokud by se zabraniloapobeni telomerazy,
buiiky by nemohly neomezérproliferovat a podléhaly by bgéné smrti. Musime vSak
také brat v Uvahu, Ze enzym telomeraza neni jedinyechanismem prodluZzovani
telomer.

Tato prace se zabyva sledovanim telomerazové gk(résp. jeji podjednotky
hTERT) jako moZzného diagnostického a prognostick#bmarkeru u Barrettova jicnu.
Barrettiv jicen je komplikaci refluxni choroby jicnu, kdyahézi k dlouhodobému
piesunu Zaludaiho obsahu do jicnu. To vede k poSkozeni slizfimeu a nahragl
dlazdicovitého epitelu za cylindricky epitel intesiniho typu. Vznik této
tzv. metaplazie rize u rkterych pacierit vést k vytvdeni dysplastického epitelu, ale
také ke vzniku adenokarcinomu. éieem experimentalni¢asti se vychazelo
z predpokladu, Zetim vySSi je stupe malignity, tim vysSi je telomerazova aktivita.
A pokud by se tentoipdpoklad potvrdil, mohla by byt v budoucnu aktiviéddomerazy
vyuzivdna jako vyznamny prognosticky biomarker etemi diagn6zy a terapie

Barrettova jicnu.



Diplomova prace byla provéda na Ustavu patologie v Labortto
molekularni patologie Lékské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci. Je é&ak
sowasti komplexniho vyzkumného projektu IGA MZR, ktery se zabyva novymi
moznosti predikce karcinogeneze Barrettova jicna.pkbjektu se také podili klinické
pracovis¢ — Il. Interni klinika Fakultni nemocnice Olomoukge byly provadny
endoskopické odiy tkani jicri v rizném stupni vyvoje onemo&mi. Vzorky
adenokarcinomu byly ziskany po uUstni dahadDetske kliniky Fakultni nemocnice

a Lekaske fakulty UP v Olomouci.



2 CIL PRACE

Cilem této diplomové prace je vypracovat literdmesersi tykajici se tématu
telomerazova aktivita u Barretova jicnu. VyuZitotyhformace v experimentaliasti,
kde je hlavnim cilem optimalizace metody TRAP poinetomerazoveho det&kiho
kitu TRAPEZE®. Déale skr a klasifikace vzork Barrettova jicnu pacieitFakultni
nemocnice Olomouc. Uéthto vzorki metodou TRAP stanovit aktivitu telomerazy,
na zaklad Western blot analyzy it expresi proteinu hTERT a provést
imunohistochemickou detekci na tlkavych fezech. A v za&ru se také zapiit
namozné klinické vyuziti telomerazové aktivityi pstanoveni diagnézy onemagn
Barrettovym jicnem.
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3 SOUCASNY STAV RESENE PROBLEMATIKY

Karcinom jicnu paf mezi még ¢asté nadorové onemasri. V Ceské
republice je incidence 4,0 na 100 000 obyvatel, zodmena 412 ne@vhlaSenych
onemocgni karcinomu jicnu za jeden rok (KéctetiDlouhy, 2000).

Mezi hlavni rizikové faktory vzniku adenokarcinonmicnu pati refluxni
choroba a fitomnost tzv. Barrettova jicnu. DalSimi faktory noohbyt obezita, infekce

Helicobacter pyroli konzumace alkoholgi koureni (Zhanget al, 2009).

3.1 Refluxni choroba jicnu(Gastroesophageal reflux disease, GERD)

Refluxni choroba jicnu je onemagri zpisobené gastroezofagealnim
refluxem, klinickymi  obtizemi nebo histopatologichy zménami. Bthem
gastroezofagealniho refluxu dochaziikgunu Zaludmiho obsahu ze Zaludku do jicnu,
ktery je vystlan dlazdicovitym epitelem a neni adolviéi Zalude€ni kyselire.
Pti dlouhodobém nebaiastém opakovani e dojit k patologickému procesu —
k poskozeni jicnu, hltanu, hrtadurespir&niho traktu. Refluxni chorobaibe byt tedy
zpisobena poruchou kyselé sekrece nebo poruchou tyotidiysfunkci dolniho
jicnového s¥race a pravdpodobr i hiatovou hernii (Lukas, 1997; Rybka, 2007).

Hiatova hernie neboli brami kyla je obvykle stavem ziskanym. Vznika
hernie k refluxni chorabjicnu neni v sotasné dob zcela znam. U gkterych pacienit
trpicich timto onemo@mim se hiatova hernie vyskytuje v&s$i mie, u rekterych vSak
nikoliv (Lukaset Zak, 2007).

3.2 InfekceHélicobacter pyroli

Helicobacter pyroli (H. pyroli) je patogenni bakterie, kterauie napadat
sliznici Zaludkucloveéka, neni vSak zcela jasné, zda je predisponujétipmotektivnim
faktorem u refluxni choroby. Existuji nazory, ktgpéukazuji na protektivni ¢inky
H. pyroli - doch&zi ke sniZzeni sekrece Zatirdekyseliny, kter4 zabrani vyvoiji
gastroesofagedlni refluxni choroby (Zhastgal, 2009). Naopak ale existuji nazory,
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které poukazuji na zvySeni Zalddé sekrece dikyH. pyroli, coZz mé& za nésledek

poskozeni funkce dolniho jicnovéhasste (Lukadet Zak, 2007).
3.3 Barrettav jicen

Barretfiv jicen je komplikaci dlouhotrvajici refluxni chdwp jicnu a je
definovan jako zmnéna sliznice jicnu. Dochazi k naheadneboli metaplazii
dlazdicovitého pla diferencovaného epitelu sliznice jicnu za cylickyi epitel
intestindlniho typu (Obr. 1) (Sampliner, 1998). M#hzie vznika, je-li sliznice
vystavena chronicky Skodlivym fakion jako je reflux kyseliny chlorovodikové,
pepsin, soli Zltovych kyselin, pankreatické enzymy, keni, nadmirné pozivani

alkoholu, snizeny tlak dolniho jicnovéhasage ¢i porucha motility.

Normalni dlazdicovity epitel sliznice jicnu Metaplazie Barrettova jicnu
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-_— e —wwe  huiky

73 E T eylingdricks
wrstevinaty If'w- [ : - | Spte
diaZdicovity | e bazéni

epitel -q—“ P — memkrana

%
1 | |
|
|
! '
1

sliznice

T lamina

propria
lamina @l T
ropria zanetlive
e l @ bk

mukazni
Ilaza

””“'j“'““,“,“,_ s!-.-'aln'-.-'ina l,'.'HHHJHI'H'HP“

Obr. 1: Sliznice jicnu (upraveno dle Wikt Hardie, 2003).

Barrettiv jicen je prekancerézou a zhruba 8-10 Bfpgchi toho onemoceni
muze veést ke vzniku adenokarcinomu. DalSimi moznymmglikacemi nize byt
vytvoieni Wedu, krvaceni z &), stendzaci dysplazie (Al-Tashiet al, 2007; Lukas,
2000).
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Dysplazie je soubor histologickych #m epitelu, které mohou plynule
piechézet v neinvazivni karcinom. Tyto &my se hodnoti na zakladselikosti a tvaru
bureék, vzhledu jader (zvySeny nukleoplazmaticky gomanai vyrazréjsi proliferaci
burgk), paitu mitdz ¢i uspdadani jednotlivych vrstev epitelu (M&k et Macakova,
2004; Lukas, 2005). Dysplazii obvyklgltne na lehkou (low - grade dysplasia, LGD),
sttedni (moderate - grade dysplasia, MDGX2kou (high - grade dysplasia, HGD).
Plati zde, z&im vySSi je stupedysplazie, tim blize je k maligai{fKdcheret Dlouhy,
2000).

3.3.1 Klasifikace

Barrettiv jicen je rozdlovan do 4 skupin (Lukas, 2000):

« Ultrakratky Barrettiv segmentkdy cylindricky epitel piléha k dlaZzdicovitému.

» Kratky Barrettiv segmentkdy dochéazi ke zem¢ do 3 cm nad Z linii. Z linie je
hranice mezi dlazdicovitym epitelem jicnu a cyliclym epitelem zaludim
(Obr. 2).

* Dlouhy Barrettiv segmentkdy dochazi ke zémam v Useku del§im nez 3 cm
nad Z linii. Jedna se o tzv. klasicky Barigtficen (Obr. 2).

» Maligni degeneracekdy je dysplazie markerem pro maligniém v Barretto¢
epiteliu.

(Pokud se vzorek s intestinalni metaplazii nachédiZ linii, jedné se o intestinalni

metaplazii kardie Zaludku, nikoli o Barnittjicen) (KausSitzt al, 2003).

Normalni jicen Kratky Barrettiv segment Dlouhy Barrettfiv segment

Obr. 2: Klasifikace Barrettova jicnu (upraveno dle Malfeineret Peitz, 2005).
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3.3.2 Diagndza

Diagnostika Barrtettova jicnu se opiraip tespektive aityii typy vySeteni.
Zakladnim vysSégenim pouzivanym v Klinické praxi je rutinni endogkka analyza.
V posledni dob se uplatuje ve ¥tSi mie jeji modifikace NBI (narrow band imaging),
ktera vede ke zpsréni vybéru mista odbru biospie na zakladpredikce histologického
nalezu v realnémtase. DalSi nova endoskopickd metoda - AFI (autofsmence
imaging) umo#uje v realnéntase odliSit firozenou autofluorescenci tk&high-grade
dysplazie a&asné formy karcinomu.

Druhym gistupem v diagnostice Barrettova jicnu je histodickén vySeteni.
V tomto pgipact se jedna o histochemické barveni mucifPro Barretiv jicen je
typicka gitomnost kyselych mucin které se barvi mdd. Toto vySeeni vSak narazi
na problémy se specifitou histochemického barvelgjguet al, 2005).

Nejcastji vyuzivanou metodou je imunohistochemické barvgmdmoci
specifickych protilatek. V fdpact Barrettova jicnu se vyuziva barveni na epitelialni
cytokeratiny (CK), a to zejména na CK7 a CK20.

3.3.3 Progrese Barrettova jicnu

V roce 2000 Hanahan a Weinberg popsali 6 hlavnitiarakteristik
nadorovych butk — solgstatnost v produkciistovych signal, ne&innost inhibitofi
rastovych signdl, vyhnuti se programované hwné smrti (apoptéze), neomezena
replikatni schopnost, podpora angiogeneze a schopndst nvetastazy. Baiky mohou
byt rezistentni &¢i inhibitoram rastovych signai diky inaktivaci tumor supresorovych
geni a to bul’ mutaci genu, ztratou heterozygotnosti (loss oéreetygoty, LOH) nebo
methylaci promotoru. Tumor supresorové geny, kéerpodileji na progresi metaplazie
Barrettova jicnu v adenokarcinom, byly inaktivovar§emi 3 mechanismy.iiRladem
tumor supresorovych géne p16 p53 p27¢i APC (Zhanget al, 2009).

Za standardni model progrese Barrettova jicnu wakkrcinom je povazovan
model, kdy nejtive dojde k za¥tu jicnu (ezofagitida), poté se vytitometaplazie,
dysplazie a nasleduje vznik adenokarcinomu (SchBnfgab. 1). Tento proces zahrnuje
genetické a epigenetické zasahy. Mezi genetickénygnpati ztrata heterozygotnosti

nebo mutacgl16 poskozeni DNA, mutacp53 nebo aneuploidie. Mezi epigenetické
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zmeény fadime ztratu heterozygotnosti nebo mutaci APZmény v genech regulujicich

kmenové biiky (Jankowsket al, 2010).

Schéma 1:Standardni model progrese Barrettova jicnu v akbmecmom (upraveno dle
Jankowskiet al, 2010).

Ezofagitida

Dysplazie e

A{Zmény v genech regulujicich kmenove burky |

— Poskozen] DNA |

—{ Zirata heterozygotnosti nebo mutace APC |

—‘ Ztrata heterozygotnosti nebo mutace p16 |

—‘ Mutace p53 |

Adenokarcinom

—{ Aneuploidie |

Tab. I: Genetické zrny podilejici se na progresi Barrettova jicnu (upreo dle
Wijnhovenet al, 2001; Moralet al, 2002).

Stupei pokrocilos
nadoru

ti S
Zvysena exprese

ShiZena expresé

> Jina &ma

Cyklin D1, Bcl-2, COX-2,

Metaplazie TGFa, p53+ 17p LOH pl6LOH + methylace
. . - i . Mutacep53+ 17p LOH,
Dysplazie Rastove faktory a jejich |E kadh(_arln + 5q LOH, methylace
receptoryp27 B-katenin
APC
Adenokarcinom p21, katepsin B, Fas-L 15-Lox-1 P16LOH + methylace +

mutace
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Na z&klad nekolika studii inaktivace tumor supresorovych gegrodilejicich
se na vzniku adenokarcinomu bylo zjis, ze:

* mutace pl6 LOH nebo methylace promotoru se vyskytovala v apleizii
Barrettova jicnu pblizné¢ u 80 % pipadi. To naznauje, Ze genetické z&ny
2001).

* inaktivace p53 byla pozorovana u 50-90 %ftipadi pacient trpicich
adenokarcinomem (Hamelet al, 1994; Galipeaet al, 1999).

o ztrata exprese proteirpro p27, inhibitoru aktivity cyklinu E, byla poamrana
u 83 % adenokarcinairjicnu (Singhet al, 1998).

* methylace APC se vyskytovala u vice nez 80 Bipguhi Barrettova jicnu
s vysokym stupgm dysplazie nebo adenokarcinomem, iligné u 40 %
pacientt s metaplazii Barrettova jicnu (Kawakaetial, 2000; Clémenet al,
2007).

3.4 L&ba

V souwasné dob neexistuji zadné Iléky, které by zcela Wy toto
onemockni. Lze vSak zpomalit gbéh refluxni choroby a zabranit tak vzniku dalSich
komplikaci.

Cilem I&€by pacient je tedy pozastavit vyvoj refluxni choroBijiz vzniklého
Barrettova jicnu a toipdevSim eliminaci Zaludeich $av, které poskozuji sliznici
jicnu. Je proto nutné, aby pacienti na prvnim &nsizrmenili dosavadni Zivotni styl
a omezili konzumaci gkterych potravin okolada, kofein, téna jidla, citrusové plody
a ¥avy, mléko), konzumaci alkoholu a tabdkovych vyrgh&eré zvysuji riziko refluxu
(Zhanget al, 2009). Déale je mozné paciént podavat léky, provést fundoplikadii

zahdjit I&€bu novymi metodami.
3.4.1 Léky
Existuje 5 IéK, tzv. inhibitofi protonové pumpy, které sniZuji mnozstvi

kyselin produkovanych v Zaludku: omeprazole (Peét)s esomeprazole (Nexium),
lansoprazole (Prevacid), rabeprazole (Aciphex) atqmazole (Protonix). Inhibitory
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protonové pumpy pottalji sekreci Zaludmich §av blokaddou protonové pumpy
(Zaludeni ATPazy) (Lukas, 1997).

3.4.2 Fundoplikace

U nekterych pacient je provaén chirurgicky zakrok tzv. fundoplikace, ktera
se provadi laparoskopicky. O#id lépe jicen od Zaludku a zamezi tak vniknuti
Zaludenich §av do jicnu (Spechler, 1993).

3.4.3 Nové metody l&y

Existuji nové metody by refluxni choroby¢i Barrettova jicnu, jejiz
podstatou je zdeni abnormdlnich bwk v jicnu iznymi fyzik&lnimi principy
bez velkych chirurgickych zas&h

Fotodynamicka terapie

Fotodynamicka terapie zahrnuje pouziti specialtdiserového zdzeni. Kdyz
je nadorova tkéa vystavena vhodné vinové délce laserovéhilayvdojde k cytotoxické
reakci, ktera zfisobi bugcnou destrukci (Overho#t al, 2005).

Radiofrekvenéni ablace

Radiofrekverni ablace vyuziva teplo vznikajici z radiovych wimz dojde
k destrukci tkaa - zcela znii abnormalni biiky sliznice jicnu u vice nez 77 % pacignt
po l&b¢. Radiofrekvetini ablace je mnohem m&ninvazivni moznost by nez
chirurgicky zakrok a v saasné dob je to jedna z nejefektiwsich metod (Falet al,
2009; Shaheeet al, 2009).

Kryoterapie

Lécba se provadi na malém segmentu &Barrettova jicnu a to v &sicnich
intervalech ve spojeni s farmakoterapii pro kontrdaludénich $av. Tato metoda
spaiiva v aplikaci tekutého dusiku (-196 °Gj pizkém tlaku,imz dojde k destrukci
Barrettova epitelu celotadou mechanisin(pitima kryonekréza, apoptéza, transientni
ischemie (Falet al, 2009).
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3.5 Telomery

Telomery jsou DNA proteinové struktury, které sechwmi pedevsim
u eukaryot na koncich linearnich chromozdfWyattet al, 2009).

Funkci telomer je chranit konce chromozZopted degradacti fuzi s jinym
koncem chromozému, udrzovat genomickou stabilitu zamezit aberantni
chromozomalni rekombinaci. Telomery se také paddiiajprostorové organizaci jadra
buiky a separaci bwk béhem dleni (Dheanet al, 2000, Urquidiet al, 2000).

3.5.1 Struktura telomer

Telomery jsou tvieny sekvenci DNA tandemdwspdadanych repetitivnich
jednotek. U #iznych druli organisni se tyto sekvence liSi — existuje vSak obecny
vzorec pro zakladni opakujici se jednotku: %.A0.1G1e3". U ¢lovéka a dalSich
obratlova se repetitivni jednotka sklada z hexanukleofi@ AGGG a jeji poet kopii
se u normalnich somatickych kiknvyskytuje okolo 500 az 3000 repetici (Snustad
et Simmons, 2009).

Na konci lidské telomery je vytvena tzv. T-smka (T-loop), ktera chrani
volny konec molekuly DNA. T-smika vznika zantenim gevisu 3’ konce telomery
do dvouvldknové DNA té samé telomery. Tento jedidacovy gevis se paruje
s komplementarnim vlaknem,figemz vytsni vidkno [vodniho dvouvldknového
fetzce a vznikne tak mensSi D-stika (D-loop) (Obr. 3). Na vysnéné vlakno se vaze
protein POT1 (Protection of telomerase-1), ktefyojealuje a chranified degradaci.
DalSi telomer-vazebné proteiny, které se podilejtvorkE T-smyky a D-smyky jsou
TRF1 a TRF2 (telomer - repeat binding factor lon&tr - repeat binding factor 2). Tyto
proteiny obsahuji Myb-like doménu, kterd jim umoje vazat se na dvéeizcovou
DNA (Dheaneet al, 2000, Snustadt Simmons, 2009).
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T-smycka

D-smycka

Obr. 3: A. Vytvoieni T-smy¢ky a D-smyky na konci telomery (upraveno dle
de Lange, 2005). B. Struktura stRy s vazebnymi proteiny TRF-1, TRF-2 a POT-1

(upraveno dle Blasco, 2005).

3.5.2 Zkracovani telomer

Na 5 konci opod'ujiciho setettzce nenize DNA polymeraza dokdait
syntézu DNA, protoze neivie nahradit RNA primer po jeho od3éni. Replikace tak
neni zcela ukatena, a pokud v hice neexistuje mechanismus, ktery by mohl syntézu
dokortit, dochazi ke zkracovani telomer (Snusta8immons, 2009).

V somatickych biikach hem kazdého bwiného dleni dochazi
ke zkracovani telomer o 50-200 bp (SvensbRoos, 2009). Tento jev replikativniho
zkracovani telomer byl popsédn Leonardem Hayflickenroce 1961 - jedna se
o tzv. Hayflickav limit.

Normalni butka se piimérné déli asi 50 krat a pokud jsou telomery kratSi
nez jejich kriticka délka, zastavuje se Btmy cyklus, jsou aktivovany kontrolni body,
indukuji se opravné mechanismy By a dojde ke spu&ti senescence (forma
buné¢ného starnuti), coz e veést az k buiné smrti (Urquidiet al, 2000). Pokud
nejsou kontrolni body v tomto stupni kwného cyklu aktivovdny nebo nejsou
piitomny, buiky pokrauji v proliferaci dokud telomery nedosdhnou krigckiélky.
Tyto buiky jsou charakteristické chromozomalni nestabilitatili chybné opray DNA
a v disledku toho se objevuji také DNA zlomy, které molkagajemr fuzovat a nize

tak dochéazet kiznym cytologickym abnormalitdm (LeSrgkOstré, 2010).
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3.5.3 Moznosti udrzeni délky telomer

Existuji 2 mechanismy, které umagi zajistit nesmrtelnost a stabilizaci

telomer — enzym telomeraza a alternativni prodlahdtelomer.
3.5.3.1 Telomeraza

Telomeraza je ribonukleoproteinovy enzym, ktery pglprvé identifikovan
vroce 1985 u nélevnikdetrahymena thermophil&arol Greiderovou a Elizabeth
Blackburnovou. Lidska telomeraza je tena 2 podjednotkami — z telomerazové RNA
(human Telomerase RNA, hTR) a enzymu telomerazevéreni transkriptazy (human
Telomerase Reverdganskriptase, hTERT). Spal® vytvari komplex, ve kterém hTR
slouzi jako matrice pro obnovu telomerovych DNAwsici a podjednotka hTERT ma
katalytickou funkci, kdy procesem reverzni trangke gidava repetitivni jednotky.
Funkci telomerazy je tedy rozpoznani 3’ konce riépet telomerické sekvence bohaté
na guanin a nasledné prodlouzeni postupnymapanim jednotek ve sfru 3'— 5’
(Obr. 4) (Snusta@t Simmons, 2009; LeSni&t Ostrd, 2010). Opafujici se vlakno je
poté dosyntetizovano DNA polymerazou (Snuste8immons, 2009).

Move dosyntetizovane

vialmo [ Y Telomera
Rodiovsla DA —A
5/ L L L L
1
i} |
5.!

1 Telomeraza
/ FINA templat

“TITT T TR TTT T TAT AT T AT R AR TARTRNTNINT &

AALELILUNE (UL JLAMAIAAIRALIALEE

.
L L
UMM, JUUBBIIG, DR

USRI

Obr. 4: Znazorrkni mechanismu prodluzovani telomer pomoci telomefapraveno
dle O’Connor, 2008).
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Podjednotka lidské telomerdzy hTERT je kdédovanaegehTERT ktery
se nachézi na kratkém raménku pétého chromozomlb.@) a jeho velikostini
asi 40 kDa. Jeho kodujici sekvence jeiévm Sestnacti exony a jeregladana
do proteinu o molekulové hmotnosti 127 kDa {ama 1132 aminokyselinami)
(Meyersoret al, 1997, Bryceet al, 2000).

Telomerazova aktivita

Dosud byla telomerazova aktivita prokazana v 85 3ch lidskych nadér
v embryonalnich tkanich a v zarédgch buikach (LeSniket Ostrd, 2010; Jaknecht,
2004).

Nadorové bitkky se mohou stat nesmrtelnymi, jestlize jsou telgyme
stabilizovany a neustéle prodluzovany. Délka telor@isi na rovnovaze mezi ztratou
telomerickych repetic dhem replikace DNA v kazdém b&mém cyklu
a prodluzovanim diky aktivittelomerazy. Telomerazova aktivita je zavisla navak
hTERT, kterd mZe byt vyvolana &kolika zpisoby: aktivaci promotoru hTERT
onkoproteiny, integraci virnebo ztratou nadorovych supresofyto studie zabyvajici
se hTERT by v budoucnu mohly mit vyznati Ipcbé rakoviny, kdy bychom zabranili
pusobeni telomerazy a tky by se tak nemohly neomezedélit (Jaknecht, 2004).
Nebo by se zvySena telomerazova aktivita dala takeit jako marker poukazujici

na vyskyt novych nadorovych bekn(Huanget al, 1999).

3.5.3.2 Alternativni prodluZzovéani telomer

Mechanismy, které zajifiji prodluzovani telomer, a na kterych se nepodili
telomeraza, se nazyvaji alternativni prodluzovaionber (alternative lengthening
of telomeres, ALT) (Bryaret Reddel, 1997). ALT byl objevenigdevsim v lidskych
nadorech a odvozenych nadorovych liniich, ale takémoralizovanych lidskych
a mysich bu&nych liniich (Dheanet al, 2000, Hensoet al, 2002).

Do mechanisin ALT miazeme fadit — intertelomerickou rekombinaci,
intratelomerickou rekombinaci (rekombinaci v ramtismyky), model otéejici
kruznice a linearni ECTR (extrachromozomalni telooké repetice) DNA
(Hensoret al, 2002).

Jedna se o vzagsi mechanismus prodluzovani telomer, ktery se ytyg&

v 5-10 % (Bryaret al, 1997).
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3.6 Aktivita telomerazy a jeji prognosticky vyznamu Barrettova jicnu

Biomarker je ukazatelem patologickych pracesitomnych v krvi, nadorové
tkani ¢i moci a lze jej n&fit nebo pouzit pro sledovanizanych reakcti Iécby. Idealnim
biomarkem je snadno detekovatelna latka, kteragieha pouze nadorovymi tikami,
resp. tkdsmi (Zagorowitzet Jankowski, 2007).

Vzhledem k tomu, Ze je aktivita telomeraziitpmna u ¥tSiny typi nadoifi,
muze slouZzit jako diagnosticky a prognosticky znakayset al. (1997) popsali, Zze 85 %
solidnich nadar vykazuje zvySenou aktivitu telomerdzy. ZvySend ivétkt
telomerdzového komplexu byla ra¥m sledovana u preneoplastickych |ézi, jako je
praw Barretfiv jicen. Bylo vSak zji¥no, Ze telomeraza je také aktivni v nenadorovych
buinkach jako aktivované lymfocyty nebo kmenovéky (Shayet al, 1997).

V ptipad® Barrettova jicnu je tedy diagnosticky a progndstioryznam
telomeraz, resp. jejich podjednotek kontradiktovnzavislosti na pouzité metodice.
Existuje rkolik recentnich praci, které poukazali na mozneguziti telomeraz
a telomerazovych podjednotek jako biomatkeu Barrettova jicnu. Ndajklad
Lord et al. (2000) analyzovali MRNA hTERT a dosli k 2aw, Ze exprese hTERT byla
zvySena u vSech stadii Barrettova jicnu a nejviggkd u adenokarcinoinjicnu. Dale
také zjistili, Ze exprese hTERT byla vyr&aryssi:

» ve vSech stadiich Barrettova jicndetre intestinalni metaplazie ve srovnani

s normalni tkani pacieinbez nadar

* uadenokarcinomu a dysplazie v porovnani s intéstietaplazii

* u tkare histologicky normélniho jicnu pokrytého dlaZzdidgwmi buikami
u paciend s nadory, nez u normalnich tkani jicnu zdravyatigrdi

* U pacient s nddorovym onemognim

Moraleset al. (1998) prokazali pomodh situ hybridizace telomerazové RNA,
Ze telomerazova RNA byla detekovana u 70 % intéktioh metaplazii a u 90 % LGD.
Nejvyssi exprese telomerdzové RNA byla sledovaH&D a adenokarcinoin

Gertleret al. (2008) studovali expresi hnTERT pomoci RT-PCR atiSenn blot
analyzy. Dosli k z&ru, Ze u Barrettova jicnu je zvySena aktivita tetoazy a zvySena
exprese hTERT.
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Tyto vysledky tedy naziaji, Ze telomerazova aktivita jall@zita pro vznik
Barrettova jicnu a adenokarcinomu jicnu, a Ze veuysoka hladina telomerazy

by mohla byt klinicky uzittnym diagnostickym a prognostickym biomarkerem.

Zatimco aktivita telomerazy byla prokazana vé&sSwe lidskych nadat,
existuji rozporuplné vysledky pro normalni tkaa premaligni |éze (Bachaat al,
1999). Na zakla#l studii, kdy se porovnala premaligni léze z Baokett jicnu,
metaplazie jicnu, adenom jicnu s normalni sliztobio sameho pacienta doSel Bachor
et al. (1999) k zavru, Ze telomerazova aktivita neni vysSi v premadigiézich.

Dale také Hiyamaet Hiyama (2002) studovali expresi proteinu hTERT
u raiznych tym nadorovych tkani. V fijppact zdravého jicnu byla s vyuzitim TRAP
metody pozorovana nizka telomerazova aktivita. Boglgako u ostatnich praci
se potvrdila exprese u bazalnich &kna aktivovanych lymfocyt Na zéklad
imunohistochemického vy&eni byl pozorovan nizky stupeexprese podjednotky
hTERT.

3.7 Telomerazova aktivita jako nastroj protinadoroweé &by
Narist znalosti o regulaci aktivity telomerazy v nadgich buikach umoznil

piipravu syntetickych inhibitértelomeraz (Tab. I1l). V sa@asné dob jsou jiz rekteré

z nich ve fazi klinického zkouseni.
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Tab. II: Prehled syntetickych inhibitértelomeréaz (Svec, 2006).

geni E2F-1ahTERT

Cil Nazev preparatu Skupina Mechanismus &inku
AZT (azidothymidin) a | nukleosidové inhibitory blokuje mkorporaq .
LN . s dNTPs do syntetizované
hTERT nowjSi derivaty reverzni traskriptazy DNA
protein nenukleosidové blokuji aktivni katalytické
BIBR 1532 ORI
enzymatické inhibitory | centrum enzymu
PNAs (peptide nucleic specificky inhibuje
acids) telomerdzovou mRNA
hTERT . . specifické RNA,
MRNA siRNA technologie, antisense terapie katalyzujici hydrolyzou
ribozymy fosfodiesterickych
vazeb cilové RNA
GRN163L . . oligonukleotid, blokujici
TR RNA ribosomy, siRNA antisense terapie templatovou obast hTR
BRACO-19 stabilizaci G-quadruplex
(trisubstituovany G-quadruplex ligandy | struktury 3' konce blokuje
struktura | akridinovy derivat) elongaci telomer
telomer roduktStrentomyvees narusuje konformaci
Telomestatin (SOT-095) P ptomy 3' konce, a tim i jeji
anulatus . .
capping funkci
hTERT hTERT RNA
deri . | vakcin&ni protinadorova imunoterapie proti tumor transfekované dendriticke
ervovane ifickym antigetim buitky stimuluji specifické
eptidy specifickym antig uiiky stimuluji specificke
b cytotoxické T-lymfocyty
. tumor-selektivni onkologicky adenovirus CG5757 e ot
genova kontrolovany promotory, odvozenymi od humannic ecificka lyza
terapie yp 4 y hadorovych bugk
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4 MATERIAL A METODIKA

Experimentalnicast diplomové prace byla prov#ih na vzorcich tkanjicnu
(v rizném stupni vyvoje onemoémi) a tkad streva pacieni Fakultni nemocnice
Olomouc. Tk& byla pacienim odebirdna endoskopicky MUDr. Janem Gregarem
na Il. Interni klinice FN Olomouc. V fibéhu endoskopického vy&ehi bylo odebirano
nékolik vzorki. Polovina jich byla odesilana na Ustav patologiehiktologické
diagnostice po barveni H&ECast byla odesilana na Ustav histologie pro analyzu
miRNAs, ¢ast byla zamrazovana v tekutém dusiku a uchovavada°C pro nasledné
analyzy telomerazy a hTERT podjednotky. Vzorky ademcinomu byly ziskany
operativie  MUDr. Josefem Srovnalem, Ph.D. nactgké klinice FN a LF UP
v Olomouci. ProtoZze endoskopické vy®ei, ale také operativni odebrani vzork
nemusi byt zcelarpsné pro stanoveni diagnézy, vysledky byly poroyradiagn6zou
z mikroskopického vyS&ni prof. MUDr. Jiim Ehrmannem, Ph.D.

Déle byla také pouzita b&&na linie MCF-7 (odvozena z adenokarcinomu
prsu), zdravé a imortalizované s hTERT lidskédikoZkové fibroblasty. Biky MCF-7
byly ziskany z American Type Culture Collection (AT) a buiky fibroblasti byly
dodany Mgr. Martinem Mistrikem z Laborao integrity genomu i#rodowdecké
fakulty UP v Olomouci. Kultivace bwdnych linii probihala v 10% DMEM médiu
s pridavkem fetalniho bovinniho séra (FBS), glutamipanicilinu, streptomycini&i
hygromycinu B. Biiky byly inkubovany v termostatuip37 °C a pasazovany zpravidla

dvakrat za tyden.

4.1 Fiprava bunéénych lyzata

Tkan jicnu (40-100 mg pletiva) byla homogenizovana 06 @l pufru CHAPS
s inhibitory a inkubovana 30 minut na ledu. Pot8/lzkumavky vioZeny do centrifugy
na 20 minut, 12 000 RPMfip4 °C. Supernatant bylipnesen do nové zkumavky
a pouzit k dalsim analyzam.

Do 60 mm misek s DMEM médiem byly nasazenyikyuMCF-7, zdravé
a imortalizované fibroblasty. Biky byly inkubovany v termostatuip37 °C. Poté bylo
z misek odsato DMEM médium a k adherovanymkam bylo gidano 3 ml PBS¢imz
dosSlo k jejich promyti. Po odsati PBS bylo do kagdsky aplikovano 125 pl lyzaiho
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pufru NP-40 s inhibitory proteaz a fosfatdz. Nasledo seSkrabnuti bgkh z misek
apreneseni pipetou do zkumavek EppendoralBw lyzatnim pufru byly inkubovany
1 hodinu na ledu a¢hem této doby bylyiikrat zvortexovany. Poté byly vioZzeny
do centrifugy na 30 minut, 15 000 RPM @ °C. Supernatant byl pouzit k dalSim

analyzam.

4.2 Stanoveni koncentrace proteii

Koncentrace protein byla stanovena podle metody Bradfordové.
Do 96jamkové mikrotitréni destéky byl napipetovan standagdtubulin v koncentréni
fadk O pul, 1 ul, 2 pl, 4 pl, 6 pl, 8 pl a 10 ul. Dmhto jamek bylo pdano 10 pl, 8 pl,
6 ul, 4 ul, 3 pl a 0 pl deionizované vody a do Kajmky také 200 pl Bradfordova
¢inidla. Jednotlivé vzorky butnych lyzati byly pipetovany v dupletech po 1 pl s 9 pl
deionizované vody a 200 ul Bradfordaiiaidla.

Absorbance jednotlivych vzoik a koncentréni fady byla zmdiena
na spektrofotometru PowerWave XS v programu KC alupii vinové délce 595 nm.

Poté byla stanovena kalikird kiivka standardu a z ni vypena koncentrace protéin

4.3 Metoda TRAP

Pro stanoveni telomerazové aktivity byl pouZit KIRAPEZE®, ktery je
modifikaci metody TRAP popsané Kimem v roce 1994.

Telomeraza nejidve napojuje telomerické repetitivni sekvence (GATG)
na 3’ konec TS primeru. V dalSim kroku je produdbimerazoveé reakce amplifikovan
pomoci PCR za uziti dalSiho primeru RP (reverzimher), ktery obsahuje sekvence
komplementarni k vlastnimu telomerazovému produi@br. 5). Po PCR hyla
provedena elektroforéza, promyti gelu v ethidiunonbidu a deionizované veéd
a nasledna vizualizace v transiluminatoru. Amptifieny produkt byl zobrazen jako

.2ebricek” s nafistajicimi zénami vzdy o 6 bp.
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1. krok: Piidavani telomerickych repetic telomerazou

Ta - telomerdzovy prodult
I 1
K — TS Telomericke repetice
I 1

1
AATCCGTCGAGCAGAGTT ag ggttag ggttag ggttag ggttag — 3
+

ag gattag gﬂﬂag ggttag ggttag ggttag — 3'
ag ggttag ggttag ggttag ggttag gattag (ggttag), — 3

2. krok: Amplifikace TS - telomerazového produlktu PCE
15

STt RP e

Obr. 5: Schéma metody TRAP (upraveno z navodu TRZ Telomerase Detection
Kit, Chemicon).

4.3.1 Optimalizace metody TRAP

Podle navodu v kitu TRAEZE® byly pripraveny bugené lyzaty. Poté byla
vytvoiena PCR reaki snes tzv. master mix, k tomuiiplan vzorek a mikrozkumavky
vloZeny do termocykléru. Byly zkouSenyzné podminky pro PCR zmou p@tu cykli
a teploty Bhem faze annealingu (Obr. 6). Nakonec byly zvolpogminky pro PCR
94 °C/30 sekund, 59 °C/30 sekund, 72 °C/1 minuta aSe 26 cykl. Po vytaZeni
mikrozkumavek z termocykléru byl ke vzark piidan loudovaci pufr a nasledovalo
rozdkleni na 12,5% polyakrylamidovém gelu. Po optimalizarobihala elektroforéza
pii 150 V po dobu 50 minut. Prorghled®jSi rozctleni ,Zek¥icku”“ amplifikovaného
produktu bylo lepSi nechat probihat elektorforéelsiddobu. Poté byl gel promyvan
v ethidium bromidu 30 minut a v deionizované ¥dtD minut. A nasledn byl gel

vyhodnocen v softwarovém programu GeneSnap.
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Teplota (annealing) 50°C  55°C _60°C _
-

Obr. 6: Vizualizace vzorku Barrettova jicnu po separacilBgb% polyakrylamidovém

gelu atech PCR, kazda s jinou teplotou ve fazi hybridizawaert (annealing).

Po objednani druhého stejného kitu TRAPEZHEnetoda nefungovala.
Po vyhodnoceni nebyl pozorovan zadny j&k“, tudiz nedoSlo k amplifikaci
produkti béchem PCR (Obr. 7). Chyba byla pra&pddobr v jedné z reagencii.
Po rekolika PCR a vyminou rekterych komponent bylo zji&o, Ze chyba je v RNA
inhibitorech, které se fgavaji do CHAPS pufru ip pfipraw burg¢nych lyzat.

Po vynené za noveé inhibitory metoda épfungovala.

E f=1 =1
z & =z = &2
E B 2 & 3
# £ & o &
= E
: 5 E ]
TR R | '
=
—
200bp —
—a
100 bp —
T5bp —
S0bp —

b B

Obr. 7: Vizualizace vzorl zdravych jici a Barrettovych jicnu po PCR, kdy nedoSlo

k amplifikaci produkd.
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4.3.2 Fiprava master mixu

Na pipravu master mixu byl ptgba TRAP pufr, nukleotidy, TS primery,
TRAP primer Mix,Taqpolymeraza a deionizovana voda (Tab. Ill). Tytagencie byly
napipetovany do zkumavky, poté byl obsah zkumawektexovan a rozilen do PCR
mikrozkumavek po 48 ul. Do kazdé mikrozkumavky bptedano 2 pl vzorku, off
zvortexovano a vlozeno do termocykléru, kde phtd amplifikace PCR produkt
(Tab. IV).

Tab. lll: SloZeni master mixu.

Chemikalie MnoZstvi pro 1 vzorek [pl]
10x TRAP pufr 5,0

50x dNTPs 1,0

TS primery 1,0

TRAP primer Mix 1,0

Taq polymeraza (1 U/1 ul) 0,4

ddH,0O 39,6

Celkem 48,0

Tab. IV: PCR amplifikace.

PCR amplifikace Teplota [°C] | Cas Pdet cykla
Patéteini denaturace 30 30 min
Denaturace 94 30s

Annealing (nasednuti primér 59 30s 26
Elongace (prodluZzovani primer 72 1 min

Chlazeni 4

4.3.3 Elektroforéza

Po PCR bylo ke vzoikn piidano 5 pl loudovaciho pufru. Dale byligraven
12,5% polyakrylamidovy gel (1,5 mm skla, uzkgelhinky). Na pipravu gelu bylo
pouzito 6,25 ml 12,5% akrylamidu, 8,75 ml 0,5x TBE50 pul 10% peroxodisiranu
amonného (PERS) a 15 upl N, N, N’, N'-tetramethy#thdiaminu (TEMED).
Po ztuhnuti gelu bylo do kazdé jamky aplikovanoul®CR produkt a 1 pl markeru.
Elektroforetick& separace probihala 360 V po dobu 50 minut. Poté byl gel promyvan

na tepace 30 min v ethidium bromidu a 10 minut v deioniaog vod. Nasledovala
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vizualizace a vyhodnoceni pomoci UV transiluminat@ softwarového programu

GeneSnap.

4.4 Western blot analyza

Jednd se o imunochemickou metodu detekce pfot&roteiny separované
naPAGE gelu byly peneseny na membranu, nasledovala identifikace iptiop@moci
imunodetekce (primarnich a sekundarnich protilatek)vizualizace na zaklad

chemiluminiscence.

4.4.1 Elektroforéza

10% polyakrylamidovy gel byl ffpraven dle rozpisu Harlowa a Laneho
(1998). Na gel byl paeba 30% akrylamid, deionizovana voda, 1,5 mol/ISgiH 8,8),
1,0 mol/l TRIS (pH 6,8), 10% SDS, 10% PERS a TEMERb. V). Po ztuhnuti
dolniho a horniho gelu (0,75 mm sklo, Sirokéelinky) bylo do jedné jamky
napipetovano 1,5 pl velikostniho markeru Full Ramgnbow a do zbylych jamek
20 pl vzorki burgénych lyzat, ke kterym byl jiz pedtim gidan LSB 4x. Nésledovala
110 V po dobu 1,5 hodiny. Proteiny byly rékehy

v polyakrylamidovém gelu viftomnosti SDS na zakladejich molekulové hmotnosti.

separace protein pri

Gel byl poté promyvan 20 minut v transfer pufru.

Tab. V: MnoZzstvi jednotlivych chemikalii prafpravu 10% polyakrylamidového gelu.

Chemikalie MnoZstvi pro dolni gel [ml] | MnoZstvi prohorni gel [ml]
30% snds akrylamidu 6,700 1,000
deionizovana voda 7,900 4,100

1,5 mol/l TRIS pufr (pH 8,8 - 0,750

1 mol/l TRIS pufr (pH 6,8) 5,000 -

10% SDS 0,200 0,060

PERS 0,200 0,060
TEMED 0,008 0,006
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4.4.2 Reneseni protei na membranu

V blotovacim z&zeni byla na navbleny filtracni papir poloZzena
nitrocelul6zova membrana, na membranu gel sdengimi proteiny a na gel byl dan
opet navihteny filtracni papir. Penos proteifi z gelu na membranu probihalti pO V
po dobu 45 minut. Poté byla membrana vyjmuta aedasialo barveni v roztoku

Ponceau S 5 minut. Po obarveni se membrana prontganizované vad

4.4.3 Imunodetekce

Jednotlivé proteiny byly rozteny na zaklagl molekulové hmotnosti a podle
velikostniho markeru lze &t jejich pribliznou velikost. Nitrocelulozovad membrana
byla nastihana na jednotlivéasti a inkubovana 2 hodiny ngepace v 5% roztoku
suSeného mléka s 0,1% Tweenem &gz doslo k blokovani nespecifickych mist.
Poté byly pipraveny primarni monoklonalni mySi a polyklonakralici protilatky
(Tab. VI), které byly naneseny na membrany a inkabg es noc fi 4 °C. DalSi den
byly primarni protilatky odstramy a membrany promyvany dvakrat 5 minut v PBS
pufru s Tweenem 20 a 5 minut v PBS pufru bez TweahuPoté byly na membrany
naneseny sekundarni protilatky — anti-myBed{ni 1:5000) a anti-krali (fredeni
1:5000) po dobu 2 hodin. Protilatky byly odstiayp a membrany promyvany dvakrat
5minut v PBS pufru s Tweenem 20 a 5 minut v PB$uplbez Tweenu 20.
Nasledovalo naneseni chemiluminis@ein latky Dura fedéni 1:1) na jednotlivé
membrany a inkubace 5 minut ve &mChemiluminiscetni signal byl zachycen

na fotografickém papiru.

Tab. VI: Seznam pouZitych protilatek.

Primarni protilatka Velikost [kDa] [Typ Sekundarni p rotilatka
a-tubulin fedni 1:4000) 50 mySi monoklonalni  anti-myS&dni 1:5000)
hTERT fedni 1:175) 127 krédii polyklonalni | anti-krakii (recEni 1:5000)
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4.5 Imunohistochemie

Parafinové tezy vzorkKi na podloznich sklech byly barveny
tzv. imunoperoxidazovou metodou (bylo provedeno oifabtkou v Laboraf®
imunohistochemie, Ustav patologie).

K odparafinovani vzork byl pouzit xylen (2 x 10 minut), nasledovala
rehydratace 5 minut v 96% alkoholu B, 5 minut v 8@#%oholu B a 5 minut v 70%
alkoholu B. Podlozni skla byla oplachnuta destiltama vodou. V mikrovinné troub
pii 120 °C po dobu 5 minut doSlo v citrdtovém pufpH(6) k gedpisobeni. Poté
se preparaty nechaly vychladnout a po 20 minut&clopdachly destilovanou vodou.
Aktivita endogenni peroxidazy byla zruSens@benim 6% vodného roztoku peroxidu
vodiku po dobu 15 minut. Nasledoval oplach v degtihé vod, promyti v TRIS pufru
(2 x 5 minut), poté se j@Spromyvalo TRIS pufrem s Tweenem po dobu 5 minoylg
naneseny primarni protilatky (60 minut) (Tab. MQpét se promyvalo TRIS pufrem
2 x 5 minut a TRIS pufrem s Tweenem 5 minut a Indaesena sekundarni protilatka
(60 minut) (Tab. VI). Nasledovalo promyti v TRISfpu3 x 5 minut a poté byl
k vizualizaci pouzit DAB. Poté se preparaty ¢3tminuty promyvaly vodovodni vodou
a barvily v kamencovém hematoxylinu asi 1 minutypl&hly se vodovodni vodou,
¢pavkovou vodou a znovu vodovodni vodou a zkontralpge jadra pod mikroskopem.
Nakonec se preparaty nechaly odvodnit 96% alkoho®n§3 minuty), acetonem
(3 minuty) a acetonem-xylenem (3 minuty), nasledtmyaojasgni xylenem (3 minuty)

a pouziti kanadského balzdmu. PodlozZni skla sekyzoyly sledovany a hodnoceny
mikroskopem Olympus BX 50.
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4.6 Vybaveni laboratde

« Vertikalni elektroforéza (BioRad)

* Termoblok (P-lab)

e Zdroj nagti Power Pack 1000 (BioRad)

« Trans-blof SD Semi dry Transfer cell (BioRad)

» Spektrofotometr PowerWave XS (Bio-Tek)

e Mikrocentrifuga Qualitron (Korea)

» Elektroforeticka skla BioRad (tlotka 0,75 mm; 1,5 mm, BioRad)
» Centrifuga Sigma 3K30 (Pragolab Praha)

* Vortex (P-lab)

* Tiepaka OS-10 Orbital Shaker (BioSan)

« Blotovaci filtrani papir Extra Thic Blot Paper Prote@iX| Size (BioRad)
 Blotovaci membrana GE Healtcare AmershamHybond™ - ECL
« Kodak Biomax light films (Kodak)

* Mikropipety, 0,1 - 5000 ul (Eppendorf)

* MikroSpicky, 0,1 - 5000 ul (Eppendorf)

e Petriho misky (60 mm, TPP)

* Zkumavky (Gama Group a.s)

» Zkumavky Eppendorf (Eppendorf)

* 96jamkova mikrotitrani destéka

» termocyklér Biometra, T personal (Schoeller)

e UV transiluminator G-BOX (Syngene)

e CO; inkubator Heracell (Heracus)

* Mikroskop Nikon Eclipse TS 100-F (MIKRO spol.)

e Mikroskop Olympus BX 50

e Laminarni box AURA VERTICAL SD4 (Biotech)

e Laminarni box Schoeller EF4AEC (Schoeler Pharmad)rah

* Vyvé¢va (Laboport)

» Software program KC Junior

e Software program GeneSnap
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4.7 PouZité roztoky a chemikalie

« 1,5 mol/l TRIS pH 8,8 (18,165 g TRIS rozpustit v 81 ddHO, upravit
hodnotu pH 8,8 koncetrovanou HCI, doplnit objenif@ ml ddHO)

« 1 mol/l TRIS pH 6,8 (12,11 g TRIS rozpustit v 85 ddHO, upravit hodnotu
pH 6,8 koncetrovanou HCI, doplnit objem na 100 aiHgD)

* 10% SDS (40 g SDS, doplnit do 400 ml gdH

» LSB 4x koncetrovany $-merkaptoethanolem (3,5 ml dg®, 0,5 ml 1 mol/l
TRIS pH 6,8, 1,6 ml glycerol, 1,6 ml 10% SDS, 0,4fvmerkaptoethanol, 0,4
ml 0,5% bromfenolova mayl

* PBS 10x (160 g NaCl, 4 g KCl, 64,2 g ROy, 4 g KHPOy, doplnit do 2 |
ddH,0)

» Elektroforeticky pufr 5x koncentrovany (15,1 g TRI509 g SDS, 72,0 g
glycin, rozpustit v 1 | ddkD)

e 20% Transfer pufr (5,8 g glycin; 11,6 g TRIS, 0g4DS, 400 ml metanol,
doplnit do 2 | ddHO)

» Peroxodisiran amonny (1g peroxodisiran amonny, miioplo 10 ml ddHO)
(Sigma)

* Mléko blokovaci — 5% mléko v PBS 1x s Tweenem D susSené odénene
mléko, 1 ml Tween, doplnit do objemu 1 | nestenir?BS 1x)

* MIléko pro priméarni a sekundarni protilatky — 5% kaé& PBS 1x (25 g suSené
odtwnéné mléko, doplnit do 500 ml nesterilnim PBS 1x)

« Ponceau $solution for electrophoresis (Serva)

+ SuperSigndl West Duro Extended Duration Substrate (Pierce)

* Full Range Rainbow marker 28925341 (Amersham Bevsi)

* TRAPeze Telomerase Detection Kit (TRAP pufr, dNTPRAP primer, TS
primer, Taq polymeraza, ddpD, CHAPS pufr s inhibitory) (Millipore,
Temecula California)

 TBE pufr (54 g TRIS, 27,5 g kyseliny borité, 20 ;b mol/l EDTA pH 8,0,
doplnit do 1 | ddHO, upravit pH na 8,1-8,5)

e |oudovaci pufr na DNA (4 g sacharozy, 2 ml 0,5 mm&DTA, 5 g 0,5%
bromfenolové moti)

*  DNA marker (Top-Bio)
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* 70% alkohol B (3,5 | alkohol B 96%, 1,5 | dgbl)
 y-globulin (1pg.mr?, Bio-Rad)

« Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad)

« TEMED (Serva)

*  30% bis-akrylamid (Serva)

«  Tweerf 20 (Serva)

* TRIS (Serva)

* Nizkotwné susené mléko Laktino (PML, a. s.)
* RNA inhibitory 20 U/ul (Applied Biosystems)
« DMEM (GIBCO)

* Trypsin (Sigma)

* Fetalni bovinni sérum (GIBCO)

e Glutamin, penicilin, streptomycin (GIBCO)

e ethidium bromid (Amresco)

4.8 Primarni protilatky

e o -tubulin (Sigma)
« hTERT Y182 (Novus Biologicals)

4.9 Sekundarni protilatky

» anti-mysi (Santa Cruz)

« anti-krali¢i (Santa Cruz)
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5 VYSLEDKY

V experimentélnéasti diplomové prace byly pouzity vzorky paciefakultni
nemocnice Olomouc. Diagndza pacienbyla ugena na zaklad endoskopického
vySeteni. Toto vySdéeni nemusi byt v dkterych gipadech dostateé, a proto bylo
provedeno i mikroskopické vy§ehi (Tab. VII). Po porovnani obou vyslédk
sediagnozy téns shodovaly.

Tab. VII: Diagnéza pacieit utena pomoci endoskopického a mikroskopického

vySeteni.
Vzorek |Diagnéza na zéklad Diagno6za na zaklad
dislo endoskopického vySdteni mikroskopického vySefeni
4, Barretiiv jicen/karcinoid Barretiv jicen/karcinoid
5. Barretiiv jicen/karcinoid HGD
6. LGD LGD
7. Barretiv jicen/karcinoid Intestinalni metaplazie
8. LGD LGD
10. Barrettyv jicen Barretiv jicen
11. Barrettyv jicen LGD
12. LGD LGD
13. Barretiyv jicen Barretiv jicen
15. | Zdravy jicen Zdravy jicen
18. Barrettyv jicen Intestinalni metaplazie
19. Barrettyv jicen Intestinalni metaplazie
37. Barretiyv jicen Intestinalni metaplazie
38. Barretiyv jicen Intestindlni metaplazie

Déale byla na vzorcich paciéntprovedena TRAP a exprese podjednotky
hTERT byla sledovana pomoci Western blot analyapuanohistochemického barveni
tkadnovychiezi.

5.1 TRAP

Telomerazova aktivita byla stanovena pomoci metoBAP, kthem které
dochazi k amplifikaci produkt telomerazy. Po PCR nasledovala elektroforéza
a rozdleni produké na polyakrylamidovém gelu, promyti gelu v ethididoromidu
avizualizace transiluminatorem. Produkty byly =zdsmy jako ,Zekicek"

s nafistajicimi zénami vzdy o 6 bp.
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TRAP a Western blot analyza byla provedena u vkdarrettova jicnu,
karcinoidu, LGD a adenokarcinomu. Jako pozitivnintkola byla pouzita firemni
kontrola kitu TRARZE® obsahujici pozitivni hiky a dale také byly pouZity
imortalizované s hTERTipdkozkové fibroblasty. Jako negativni kontrola glzutkai
zdravého jicnu a hiky zdravych fibroblast Barrettiv jicen je definovan jako
pieména dlazdicovitého pkhdiferencovaného epitelu sliznice jicnu za cyliokyi epitel
intestinalniho typu (Sampliner, 1998). Proto zddybtaké pouzity vzorky zdravé
a nadorové tkan steva, abychom zjistili, zda-li tam nenicitd spojitost. A jako
posledni vzorek byla pouZzita bitma linie MCF-7 (odvozena z adenokarcinomu prsu)
(Obr. 8).

Vychéazeli jsme z teoretickéhofqupokladu, Zecim je vySSi aktivita
telomerazy (v fipact TRAP -¢im je delSi ,zeticek®), tim je vySSi stupemalignity.
To se potvrdilo u butk zdravych fibroblast, kdy nelze pozorovat Zadny ,zékek",
avSak nikoli u vzorku zdravého jicnu, kdy k ampfti produkd telomerazy doslo.
Také u vzork LGD, Barrettova jicnuci adenokarcinomu tentoig@dpoklad zcela
nekoreloval.

U dvou vzorkh adenokarcinomu (27p ET, 38p ET) nedoSlo k ampldik
produkfi.

5.2 Western blot analyza

Exprese proteinu hTERT (127 kDa) byla sledovana gmnwestern blot
analyzy. Jako kontrola pro porovnanieplotovanych protein byl pouZzit a-tubulin
(50 kDa) (Obr. 8).

Expresi hTERT Ize pozorovat téimu vSech vzork kromé vzorki zdrave
a naddorové tkan streva. Vyrazg vysSi exprese se vyskytovala u imortalizovanych
burék fibroblasti a u bugk MCF-7, coz zcela odpovida také vyslédk z TRAP.
AvSak u bugk zdravych fibroblast a tkare zdravého jicnu (negativnich kontrol), kdy
nebyla pedpokladana zadna exprese hTERT, byl vysledekpakigivni.
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Tab VIII: Aktivita telomerazy a exprese hTERT s Udaji 0 Aot stylu pacierit.

Zdravy jicen

Barrettav jicen

Adenokarcinom

Barrett(lv jicen -
karcinoid

Vzorek €.

Telomeraza (TRAP

Koureni

Alkohol

QObezita

Hernie

MCF-7
stievo kontrola
stievo tumor

vyssi
stejna
nizsi
zadna
neudano
pozitivni
negativni



Vyhodnoceni vysledid z TRAP a Western blot analyzy s informacemi o Zivioim
stylu pacienti (Obr. 8, Tab. VIII):

Pozitivni kontrola (buiky z kitu) — telomeraza je wdhto burgk aktivni a byla
detekovana také exprese proteinu hTERT.

Pozitivni kontrola (imortalizované fibroblasty) — aktivita telomeragyvyrazi vyssi
aexprese hTERT také oproti pozitivni kontrole z kitu

Negativni kontrola (zdravé fibroblasty) — nevyskytuje se zadna aldivelomerazy,
avsak exprese hTERT ano.

Zdravy jicen (kontrola) — vyskytuje se aktivni telomeraza,talkeé exprese hTERT.

Vzorek ¢. 6 — pacient s diagn6zou LGD (Barfett jicen), telomerazova aktivita
a exprese hTERT je oproti kontrole sniZzena. Paéieuf, nepije alkohol ve vetSi g,
netrpi obezitou a ani se gjmevyskytuje hernie.

Vzorek €. 8 — pacient s diagnézou LGD (Barfettjicen). Aktivita telomerazy je stejna
jako u kontroly, zatimco exprese hTERT je sniz&aaient netrpi obezitou, ani hernii.
Vzorek €. 12 — pacient s diagnézou LGD (Bariettjicen). Aktivita telomerazy je
zvySena a exprese hTERT je naopak sniZzena. U pacemevyskytuje hernie, nekgu
nepije alkohol, avSak trpi obezitou.

Vzorek ¢. 18— pacient s diagn6zou Barffettjicen. Aktivita telomerazy je velmi nizka,
naopak exprese hTERT je zvySena. Pacienttikaepije alkohol, netrpi obezitou
a nevyskytuje se wphernie.

Vzorek ¢. 19 — pacient s diagn6zou Bartettjicen. Aktivita telomerazy je vyrazn
nizsSi a exprese hTERT je také nizSi nez u kontr&lgcient koti, trpi obezitou
a vyskytuje se ud hernie.

Vzorek ¢. 10 — pacient s diagn6zou Bariett jicen. Aktivita telomerazy je stejna
a exprese hTERT je vySSi oproti kontrole.

Vzorek ¢. 11— pacient s diagnozou Bartitettjicen. Telomerazova aktivita je zvysena,
naopak exprese hTERT je sniZzena. Pacient rigkoepije alkohol, trpi obezitou
a vyskytuje se udp hernie.

Vzorek €. 13— pacient s diagn6zou Bariiettjicen. Telomerazova aktivita je vyssi, ale
exprese hTERT je vyrazmiZsi.

Vzorek ¢. 37 — pacient s diagn6zou Bartettjicen. Telomerazova aktivita je stejna

jako u kontroly a exprese hTERT je zvySena. U pdaaise vyskytuje hernie.
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Vzorek €. 38— pacient s diagndzou Barfettjicen. Aktivita telomerazy je snizena, ale
exprese hTERT je zvySena oproti kontrole. Pacigritadbezitou a nevyskytuje se & n
hernie.

Vzorek 6p EM — pacient s diagn6zou adenokarcinom. Telomeraaktraita je snizena

oproti kontrole, exprese hTERT zvySena.

U adenokarcinotin nebyla znama klinicko-patologickad data sesny odbr
vzorku.
Vzorek 14p EM — pacient s diagn6zou adenokarcinom. Telomerazaktdita je
vyrazre nizsi, roviez exprese hTERT je niZSi oproti kontrole.
Vzorek 27p ET — pacient s diagn6zou adenokarcinom. Nevyskytujgasma aktivita
telomerazy, exprese hTERT je vyr&anzsi oproti kontrole.
Vzorek 38p ET — pacient s diagn6zou adenokarcinom. Nevyskytujgésima aktivita
telomerazy a exprese hTERT je velmi nizka.

Vzorek €. 4 — pacient s diagnozou Barrigttjicen - karcinoid. Aktivita telomerazy je
vyrazré nizsSi a exprese hTERT je stejna jako u kontrolgciént nekoki ani nepije
alkohol ve ¥tSi mte, trpi vSak obezitou.

Vzorek ¢. 5— pacient s diagn6zou Bartiettjicen - karcinoid. Telomerazova aktivita je
snizena a exprese hTERT je stejna jako u konti@jcient koki, nepije alkohol
avyskytuje se u & hernie.

Vzorek €. 7 — pacient s diagndézou Bartettjicen - karcinoid. Aktivita telomerazy je
oproti kontrole sniZzena, ale také exprese hTERVyjazre nizSi. Pacient nekdiy ani

nepije alkohol, ale trpi obezitou.

Byly pouzity také vzorky MCF-7, zdrava a naddorokaitsteva. Tyto vzorky
vS8ak do nasledujiciho grafického hodnoceni nezjdamme1
MCF-7 — telomerazova aktivita je oproti kontrole zvySeravrez exprese hTERT je
zvysena.
Stitevo kontrola — telomerazova aktivita je stejnd jako u kontrowSak exprese
hTERT se nevyskytuje Zadna.
Stirevo tumor — telomerazova aktivita je stejna jako u kontroBxprese hTERT

se nevyskytuje.
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Obecrk miaZzeme z vysledk tici, Ze skupina vzork s diagn6zou Barreiv
jicen je velmi heterogenni, a Ze vysledky z TRAWestern blot analyzy spolu tén
nekoreluji. Zatimco u skupiny vzarks diagn6zou adenokarcinom se vyskytuje pouze
nizka nebo Zadna aktivita telomerazy a az na jpdigad pouze nizka exprese hTERT.
Také u skupiny vzork s diagnézou Barrett jicen-karcinoid se vyskytuje pouze nizka
aktivita telomerdzy a stejna nizka exprese hTERT. Z toho vyplyva, Ze nizkavatkt
telomerazy a nizka exprese hTERT by mohla byt @iditem progrese Barrettova jicnu
v adenokarcinom. Pokud by tomu tak bylo, pacieatikterych byl diagnostikovan
Barrettiv jicen a vyskytuje se u nich nizka aktivita telodsy a hTERT (v naSem
piipads vzorky¢. 6, 8, 19), by se #hi i nadale vice sledovat, protoze je u nich §&v

pravdpodobnost progrese Barrettova jicnu v adenokarcinom

5.3 Hodnoceni vysledis z TRAP a Western blot analyzy vzhledem k ziskanym

informacim o Zivotnim stylu pacienta

Vysledky z TRAP a Western blot analyzy byly spoludaji o Zivotnim stylu
pacienti zpracovany graficky (Tab. IX, Graf 1, Tab. X, Graj. Bylo spgitano
procentualni zastoupeni pacienizhledem k vysledkm z TRAP (zvySena, stejna
snizena aktivita telomerazy) a Western blot analzzySend, stejna, snizena exprese
hTERT) a tyto vysledky byly jeStvztazeny k faktarm: koueni - nekoieni, alkohol -
abstinent, obezita - normal, hernie - normal. Vg lvyneseno do grafu. Byly zde

zahrnuti pouze pacienti, u kterych byly uvedenyj@dygkajici faktoti Zivotniho stylu.
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Tab. IX: Procentualni zastoupeni paciestdiagnézou Barrett jicnem nebo karcinoid
vzhedem k aktivit telomerazy a k faktém: koureni - nekoieni, alkohol - abstinent,

obezita - normal, hernie - normal.

Pocet pacienti Polet pacienti
Aktivita telomerazy | (diagn6za: Barrettiiv | (diagndza: Barrettiv
jicen) [%] jicen-karcinoid) [%]

Kouieni vysoké

stejna

nizka 100 100
Nekoureni | vysoka 100

stejna

nizka 100
Alkohol vysoka

stejna

nizka
Abstinent vysoka 50

stejna

nizka 50 100
Obezita vysoka 50

stejna

nizka 50 100
Normal vysoka

stejna 33

nizka 67
Hernie vysoka 33

stejna 33

nizka 33 100
Normal vysoka 20

stejna 20

nizka 60
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Tab. X: Procentualni zastoupeni paciestdiagn6zou Barrédty jicnem nebo karcinoid
vzhledem k expresi hTERT a k faklion: koureni - nekoieni, alkohol - abstinent,

obezita - normal, hernie - normal.

Pocet pacienti Pocet pacienti
(diagnoza: Barrettiv | (diagndza: Barrettav
Exprese hTERT |jicen) [%)] jicen - karcinoid) [%]
Koureni vysoka 33
stejna 100
nizka 67
Nekoureni | vysoka
stejna 50
nizka 100 50
Alkohol vysoka
stejna
nizka
Abstinent vysoka 25
stejna 67
nizka 75 33
Obezita vysoka 25
stejna 50
nizka 75 50
Normal vysoka 33
stejna
nizka 67
Hernie vysoka 33
stejna 100
nizka 67
Normal vysoka 40
stejna
nizka 60
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Aktivita telomerazy a faktory Zivotniho stylu

Graf 1: Zavislost aktivity telomeréazy a fakiorzivotniho stylu (koieni - nekoieni,

k paitu pacient s diagn6zou Barréiv jicenci karcinoid v procentech.
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Vyhodnoceni grafi (Graf 1, Graf 2):

U pacient s diagn6zou Barrdiv jicen ma rizikovy faktor kateni vliv
nanizkou aktivitu telomerazy u 100 %ipadi, vysokou expresi hTERT u 33 %
a nizkou expresi hTERT u 67 %ipadi. U pacient s diagnézou karcinoid byly
vysledky rozdilné. Koteni ma vliv u 100 % pacieintna nizkou aktivitu telomerazy
a u 100 % na stejnou expresi hTERT.

U pacienti, ktefi nekodi a byl u nich diagnostikovan Barntt jicen,
se vyskytovala vysoka aktivita telomerazy a nizkprese hTERT u 100 %ripad.

U pacientt s karcinoidem mé nekéeni vliv na nizkou aktivitu telomeradzy u 100 %
pacienti a u 50 % pacieftna stejnou a nizkou expresi hTERT.

Konzumace alkoholu ve¢tsi mie nema u paciefntvliv ani na aktivitu
telomerazy, ani na expresi hTERT.

U pacient s diagndézou Barrétt jicen, ktéi nepiji alkohol, se vyskytovala
vysoka a nizka aktivita telomerazy u 50 %ppdi, zatimco vysoka exprese hTERT
se vyskytovala u 33 % a nizkd exprese hTERT u 67J%acient s karcinoidem
se nizka aktivita telomerazy vyskytovala u 100 %&jns exprese hTERT u 67 %
a nizké exprese hTERT u 33 %padi.

U pacientt s diagnézou Barréit jicen ma obezita vliv na vysokou a nizkou
aktivitu telomerézy u 50 %, vysokou exprese hTER33Wb6 a nizkou exprese hTERT
u 67 % pipadi. U pacieni s diagnézou karcinoid se obezita podili u 100 i¥pauli
na nizké aktivit telomerazy a u 50 % na stejné a nizké expresi ATER

U pacientt s Barrettovym jicnem, kie netrpi obezitou, se stejna aktivita
telomerazy vyskytovala u 33 % a nizkd u 67 %pah. Vysoka exprese hTERT
sevyskytovala u 33 % a nizka exprese hTERT u 67 %.

Vyskyt hernie u pacieits diagndézou Barrdiv jicen se podili na vysoke,
stejné a nizke aktivittelomerazy u 33 %, na vysoké expresi hTERT u 32 #6zké
expresi hTERT u 67 %ffpadi. U pacient s diagn6zou karcinoid se vyskyt hernie
podili u 100 % na nizké aktigitelomerazy a u 100 % na stejné expresi hTERT.

Zatimco u pacierits Barrettovym jicnem, u kterych se hernie nevysksia,
byla vysokéa a stejna aktivita telomerazy u 20 %z&au 60 %. Vysoka exprese hTERT
se vyskytovala u 40 % a nizk& u 60 #ppdi.
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Z vysledki vyplyva, Ze faktor koteni ma& v naSem souboru pacient
s diagn6zou BarratlV jicen vliv na nizkou aktivitu telomerazy a pokpacienti nekoti
vyskytuje se u nich vysoka aktivita telomerazy. jakoylo zmirtno vyse, u souboru
pacienfi s diagndézou adenokarcinom a karcinoid se vysky@owsizka aktivita
telomerazy. Mohli bychom tak kéeni povazovat za rizikovy faktor, ktery by mohl mit
vliv na progresi Barretova jicnu v adenokarcinomvsak exprese telomerazové
podjednotky hTERT se vyskytovala nizkéegevsim u souboru paciéns diagnézou
Barretfiv jicen, kt&i nekoui. Vysledky tudiz nekoreluji. U paciénts diagnézou
karcinoid se na vyskytu nizké aktivity telomerdzydli faktory koueni, nekoteni,
abstinence, obezita a hernie.

Nizka exprese hTERT se vyskytovalgegevSim v naSem souboru pacient
s diagn6zou Barratv jicen, ktéi nekoui a nepiji alkohol. A u paciehts diagnézou
karcinoid, ktéi kouri, nepiji alkohol a maji hernii, se vyskytovalajséeexprese hTERT
jako u zdravého jicnu. Tudiz by tyto faktory u tedveouboru paciefitnently mit vliv
na dalSi progresi onemaoni.

Muzeme takéici, Ze nadmarné piti alkoholu neni v naSentipact u pacieni

povaZovano za rizikovy faktor.
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5.4 Imunohistochemie

U jedenacti vzork bylo provedeno imunohistochemické barveniitkd/ch
fezi pomoci imunoperoxidazové metody. Pouzitd protdathroti hTERT vSak

nefungovala, nedoSlo k vizualizaci jaderné pozyiiTERT, a proto byly vSechny
vysledky negativni (Obr. 9, Obr. 10, Obr. 11, Qif2, Obr. 13, Obr. 14).

Obr. 9: Imunohistochemicka detekce hTERT naitkéémiezu vzorkw. 6 — diagndza:
LGD (vlevo) a vzorkit. 8 — diagndza: LGD (vpravo) (Zt8eni 40x) .

Obr. 10: Imunohistochemickd detekce hTERT nantké&m fezu vzorkuc¢. 12 —
diagn6za: LGD (vlevo) a vzorkd. 10 — diagn6za: Barrétt jicen (vpravo) (z#tSeni
40x).
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Obr. 11: Imunohistochemickd detekce hTERT nantk#&m fezu vzorkug. 11 —

diagn6za: Barretiy jicen (vlevo) a vzorkw. 8 — diagn6za: Barréiy jicen (vpravo)

(zvétSeni 40x).

Obr. 12: Imunohistochemicka detekce hTERT nanthém fezu vzorkué. 37 —

diagndza: Barretltv jicen (vlevo) a vzorke. 38 — diagndza: Barréit jicen (vpravo)
(zvetSeni 40x).

Obr. 13: Imunohistochemickd detekce hTERT narntké&m tezu vzorkué. 4 —
diagn6za: Barrellv jicen/karcinoid a vzorkw. 5 (vlevo) — diagndza: Barrétt
jicen/karcinoid (vpravo) (2tSeni 40x).
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Obr. 14: Imunohistochemickd detekce hTERT narntké&m fezu vzorkugé. 7 —

diagnéza: Barrett jicen/karcinoid (z¥tSeni 40x).
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6 DISKUZE

V experimentalniasti diplomové prace jsem pracovakegevsim se vzorky
tkarg jicnu (v izném stupni vyvoje onemoémi), které byly pacieiitn odebrany
endoskopicky (MUDr. Jan Gregar, Il. Interni klinjka vzorky adenokarcinomu byly
odebrany Bhem operace jicnu (MUDr. Josef Srovnal, Ph.¥tska klinika). U &chto
vzon byla sledovana aktivita telomerdzy (TRAP) a¢mm exprese proteinu hTERT
(Western blot analyza a imunohistochemické bartia@tiovychiezi). Odker vzorki je
narany nejen na manualni zZmost endoskopisty a operatéra, ale gdvna vybornou
znalost histologie jicnu. Ne vZdy jsou tyto podnyirdachovany. Ve &Sirg pripadi je
zmena vystélky jicnu obtizn lokalizovatelna, takZze zdarny astbtkdne muze byt
zatizen chybou, ktera nasledovliviiuje validnost ziskanych vysletlk

Enzym telomeraza umaidje kon@m chromozom prodluZzovat je a zajistit
jim stabilizaci a nesmrtelnost. Ke sledovani akyiiyla zvolena metoda TRAP (byl
pouzit kit TRAREZE®), pri které dochézi k amplifikaci produktelomerazy a ty jsou
poté rozdleny na polyakrylamidovém gelielem elektroforézy. Existuje také€kolik
modifikaci metody TRAP. Pokud bychom tedy &htpresrEji sledovat aktivitu
telomerazy, mohli bychom vyuzit nidklad metody identifikace telomerazové aktivity
piimo v buice (n situ TRAP) nebo kvantifikaci produittelomerazy (real-time TRAP)
(Fajkus, 2006).

Vysledkem metody TRAP bylo vyobrazeni amplifikovhaéproduktu jako
.2ebricku” razné délky. Vychéazela jsem ziqupokladu, ze¢im je vysSSi aktivita
telomerazy (je delsi ,zékek"), tim je vysSi stupemalignity (Kumaret al, 2005). To
se vSak u &Siny vzorki nepotvrdilo. Souhlasilo to pouze u kkn MCF-7
a imortalizovanych buik fibroblasti. Naopak u adenokarcindmvysla nizka nebo
Zadna aktivita telomerazy. Také u negativnich laintdoSlo k rozporuplnym
vyslediim. U burgk zdravych fibroblast nebyla pozorovana Zzadna telomerazova
aktivita, vysledek tedy potvrzoval teoretickyedpoklad. AvSak u vzotk zdravych
jicnt doSlo k amplifikaci produktu afpvizualizaci gelu byl vyobrazen ,zélek",
telomeraza byla tudiz aktivni. Vzorky jicnu bylyeimtany endoskopicky a operatéyn
proto bychom rdli brat v Gvahu, Ze nemusi byt zcela jisté, zdaalydlebrana pouze
pozadovana diagnostikovanaiijicnu stejného charakteru. Zatimcaikwy fibroblast,
které byly dodany Mgr. Martinem Mistrikem, Ph.Dylyozakoupeny ve fird ATCC.
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Jedna se tedy o kontei produkt a je pravgbodobné, Ze obsahuje pouze pozadované
buiky. Vysledky by tudiz rfly odpovidat. Mli bychom se ale také zamyslet, zda neni
mozné, ze i u normalni tk&nzdravého jicnu jsou fylogeneticky telomery dlouhé
a telomeraza je aktivni (Ehrmann - osobni konzalt2011). Existuje také nazor, Ze by
mohla aktivita telomerazy korelovat se schopnostjenerace bwhk (Bachoret al,
1999). U gastrointestinalniho traktu, Zaludku #ewstse biky obnovuji za 2-6 dni,
ujicnu @iblizné za 7 dni (Eastwood, 1997). Pokud bychom seirktd nazoéim
priklonili, odpovidaly by tomu i vysledky z Westerdob analyzy. ZvySena exprese
proteinu hTERT se vyskytovala jak u zdravého jidalt, u zdravych fibroblagt Také
tomuto gedpokladu odpovidaji vysledky u skupiny vzibskdiagndézou adenokarcinom
a karcinoid. U nich se obegnyskytovala nizka nebo Zadna aktivita telomeraziea
nebo nizka exprese hTERT oproti tkani zdravéhaujich €chto vysledk by se dalo
predpokladat, Ze nizka aktivita telomerdzy a nizk@rese hTERT by mohla byt
indikdtorem progrese Barrettova jicnu v adenokarinTyto studie jsou v3ak prvotni
a byla pouzita mala skupina vzérpacient. Proto by byloiteba provést tyto analyzy
na WtSim p@tu pacient a vysledky pipadré potvrdit¢i vyvratit.

V publikovanych¢lancich zabyvajici se podobnou problematikou iuské
diskutuji nad alternativoutftomnosti nadorovych kmenovych hkikn(Wicha et al.,
2006; Dalerbeet al, 2007). AvSak po osobni konzultaci s Mgr. Martindfistrikem,
Ph.D. (2011) byla tato moznost v naSehip@act zavrzena, z wvodu malého p&u
nadorovych bugk. Metoda TRAP je $liS robustni pro detekci takto malého¢po
burék. Western blot analyza fip pouziti specifickych protilatek proti hTERT
podjednotce je sice citl§Si, otazkou vSak istava specifita koméne¢ dodavanych
protilatek. To se projeviloipimunohistochemickém vyseni, které & byla protilatka
deklarovana jak na Western blot analyzu, tak praunioiistochemii, nedoSlo
k vizualizaci jaderné pozitivity hTERT. Naopak skierych gipadech byla pozorovana
pozitivita cytoplazmaticka, kterd byla hodnocenkojdaleSna, resp. negativni. Snaha
0 zakoupeni noveé protilatky se netitéa Jedina firma, ktera poskytuje tyto protilatky
proti NTERT (fa Baria — Acris Antibodies, Novus Rigicals), nabidla sice alternativni
protilatku, nicmén s odliSnym detalnim systémem, ktery nebyl na pracovisti
zpracovavané diplomové prace akceptovan.

U jedenécti paciefit u kterych byly znamy informace tykajici se jejich
Zivotniho stylu (koieni, alkohol, obezita) a vyskytu hernie, byly tyidaje porovnany
s vysledky z TRAP a Western blot analyzy. Vzhledetomu, Ze soubor pacignhebyl
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piilis velky a ne u vSech paciéntbyly znamy vSechny (daje, nelze vyvozovat
jednozné&né zavry. Pouze, Ze nadimé piti alkoholu v naSem souboru pacient
nentlo zadny vliv na aktivitu telomerazy a ani expréJIERT. | fes maly soubor
pacienfi bychom ale réli stale povazovat kdeni, nadmirnou konzumci alkoholu
a obezitu za mozné rizikové faktorigpivajici ke vzniku nddorového onemeoh

V neékolika ¢lancich je zmiovan nazor, Ze telomerdzova aktivita by se dala
vyuZzit jako budouci biomarker pro stanoveni diagnéadorového onemoéni ci
onemockni Barrettovym jicenem (Lorekt al, 2000; Gertleret al, 2008). AvSak
napiklad Bachoret al. (1999) doSli k nazoru, Ze ipadt Barrettova jicnu je nizSi
aktivita telomerazy ve srovnani s normalnim jicnemo g pouZziti metodiky TRAP.
Na zaklad naSich vysledk, kdy se exprese hTERT vyskytovala jak u tkadraveho
jicnu, tak Barrettova jicnu, séikianime k nazoru a vysledkn prace Fléjou (2005), ze
telomerazova aktivita neni vhodnym prognostickym dimgnostickym markerem

proBarretfiv jicen.
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7 ZAVER

Telomeraza je enzym vyskytujici sé¢egevSim u eukaryotickych bél
umoziujici udrzovat jejich délku telomer a zabranit lakecné smrti. Existuje &kolik
studii, které se zabyvaji sledovanim aktivity tedvdzy u nadorovych onemagn
a aplikaci &chto vysledk na nadorovou terapii.

Telomerazova aktivita u Barrettova jicnu a u ostdtrvzorki byla sledovana
pomoci metody TRAP. Jeji vyskyt byl pozitivni u gBevzorki Barretova jicnu,
adenokarcinomu (krotn2 vzorki), karcinoidu, imortalizovanych bgk fibroblast,
MCF-7, tkani gdteva, ale také u vzorku zdravého jicnu. Dale ponWeistern blot
analyzy byla sledovana exprese telomerazové podiegdin TERT, ktera byla pozitivni
u vSech vzork kromé¢ nadorové a nenadorové tkasteva. Nebyl tak potvrzen
teoreticky pedpoklad, Ze vysSi aktivita telomerazy odpovidasSivysalignit. Naopak
z vysledki u souboru paciefits diagnézou adenokarcinodn karcinoid by se dalo
predpokladat, Ze nizka aktivita telomerdzy a nizkgrese hTERT, by mohla byt
indikatorem progrese Barrettova jicnu v adenokarinDale z vysledk také vyplyva,
Ze aktivita telomerazy jako prognosticky biomarges stanoveni diagndézy onemeain
Barrettovym jicnem neni zcela vhodny. Je zde vSakhu faktot, které bychom i
brat v Gvahu p vysloveni &chto za¥ra. Nagiklad, Ze enzym telomeréaza neni jedinym
mechanismem prodluzovani telomer. Existuje takg jirechanismus a to alternativni
prodluzovani telomer. Dale bychom také g@ropomenout, Ze vzorky bgk MCF-7,
fibroblasti, tkarg jicnu a steva jsou fizného fivodu, fizné histologie a byly odebrany
jinymi zpasoby. Odkry tkani hem endoskopického vy$ehi a operace jicnu mohou
byt neffesné a nemusi byt zcela jisté, Ze se jedna poppgamlovanou tkastejného
charakteru. V neposlediad bychom také rdi brat v Gvahu, Ze tato prace je pilotni
a byla provadna na nevelkém @tu pacient. Vysledky proto nejsou statisticky validni.
Jedna se vSak o dlouhodoby projekt i@dpoklada se, Ze se bude ve vyzkumu
telomerazové aktivity u Barrettova jicnoadale pokréovat.
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9 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFI
APC

ALT

ATCC
CK
DAB
DMEM

DNA
dNTPs
ECTR
EDTA
FBS
GERD
H&E
HGD
hTR
hTERT

CHAPS
LGD
LOH
LSB
MDG
MRNA
mMiRNAs
NBI
NP-40
pl6

autofluorescatni zobrazovéani (autofluorescence imaging)
tumor supresorovy gen lokalizovan na chromozomu 5q
(adenomatous polyposis coli)

alternativni  prodluZzovani telomer (alternativéengthening
of telomeres)

American Type Culture Collection

cytokeratin

3,3’- diaminobenzidin

Eaglovo médium modifikované dle Dulbecco (Betco's
Modified Eagle Medium)
deoxyribonukleova kyselina

smis deoxyribonukleosid trifosfat

extrachromozomalni telomerické repetice
ethylendiamintetraoctova kyselina

fetalni bovinni sérum (fetal bovine serum)

refluxni choroba jicnu (Gastroesophageal xafisease)
hematoxylin-eozin

t¢Zka dysplazie (high - grade dysplasia)

telomerazova RNA (human Telomerase RNA)

telomerazova reverzni transkriptdza (humdorierase Reverse
Transkriptase)
(3-[(3-cholamidopropyl)-dimethylammonio]-1empan sulfonat)
lehk& dysplazie (low - grade dysplasia)

ztrata heterozygotnosti (loss of heterozygoty)

Laemmli sample buffer

sttedni dysplazie (moderate - grade dysplasia)

mediatorova ribonukleova kyselina

mikroRNA

Uzkopasmoveé zobrazeni (narrow band imaging)

nonyl fenoxylpolyethoxylethanol

tumor supresorovy gen lokalizovan na chromoz&mu
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p27
p53
PAGE

PCR
PBS
PERS
POT1
RNA
RPM
RT-PCR
Taq
TEMED
TRAP
TRF1
TRF2
TRIS
SDS

tumor supresorovy gen lokalizovan na chromozad
tumor supresorovy gen lokalizovan na chromozaiu
polyakrylamidova gelova elektroforéza (polydmmide gel
electrophoresis)

polymerazovéetézova reakce (polymerase chain reaction)
pufrovany fyziologicky roztok (phosphate bugf saline)
peroxodisiran amonny

telomer - vazebny protein (Protection of tedoase-1)
ribonukleova kyselina

ot&ky za minutu (revolutions per minute)

real-time PCR

Thermus agaticus

N, N, N’, N’-tetramethylethylendiamin

telomeregepeat amplification protocol

telomer - vazebny protein (telomer - repeatling factor 1)
telomer - vazebny protein (telomer - repeatling factor 2)
tris(hydroxymethyl)aminometan

lauryl siran sodny (sodium dodecyl sulphate)
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