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Souhrn:

Karcinom plic je po kolorektalnim karcinomu a karcinomu prsu nejcastéji
se vyskytujicim nadorovym onemocnénim v Ceské republice. Neustale se
hledaji potencialni markery pro pfesnéjSi diagnostiku tohoto onemocnéni. Mezi
né patfi i LunX (plicni specificky X protein) a c-met (receptor pro rustovy faktor
hepatocytll). Oba tyto markery muzeme vyuzit pro detekci minimalni rezidualni
choroby (MRD) u pacientt s nemalobunénym karcinomem plic (NSCLC). MRD
rozumime pfitomnost izolovanych nadorovych bunék v téle pacienta, u néhoz
byl odstranén primarni tumor, a ktery nejevi znamky systémového onemocneéni.
NejcitlivéjSi metodou pro detekci MRD je real-time reverzné transkriptazova
polymerdzova fetézova reakce (real-time RT-PCR). Cilem této studie bylo
navrhnout, optimalizovat a ovéfit vhodnost markert LunX a c-met pro detekci
MRD u plic pomoci real-time PCR. Stanovili jsme cut-off hodnoty pro tyto
markery v krvi a kostni dfeni, které jsou vyuzivany k posouzeni MRD pozitivity Ci
negativity pfi vySetfeni vzorkl pacientd s NSCLC. Prokazali jsme vysokou
specificitu LunX pro plicni karcinom. Jeho mira exprese je zaroven zavisla
na klinickém stadiu pacientd. Marker c-met specifitu pro plicni nadory postrada,
je vSak mozné jeho vyuziti v kombinaci s jinymi markery. Zaznamenali jsme
vySSi miru exprese c-met v krvi z plicni Zily u pacientd s postizenim lymfatickych
uzlin proti pacientim s histologicky negativnimi uzlinami. Detekce MRD u
karcinomu plic za pouziti real-time RT-PCR s markery LunX a c-met je dle nasi

studie potencialnim prognostickym faktorem.



Summary:

Lung cancer is the most frequently occurring cancer disease in Czech
Republic after colorectal and breast cancer. Unceasingly, there is searching for
potential markers for accurate diagnosis of this disease, where LunX (Lung
Specific X Protein) and c-met (Hepatocyte Growth Factor Receptor) belongs to.
Both of these markers can be used for minimal residual disease (MRD) detection
in patients with non-small cell lung cancer (NSCLC). MRD means the presence
of isolated tumour cells in the body of patient, who underwent curative surgery
and is without any signs of cancer systemic spreading. The real-time reverse
trancription polymerase chain reaction (real-time RT-PCR) is the most sensitive
method for MRD detection. The aim of this study was to design, optimize and
verify the suitability of LunX and c-met markers for MRD detection in lungs. We
set the cut-off values for these markers in the blood and bone marrow, which are
used to assess the MRD positivity or negativity during the examination of
NSCLC patient’s samples. We demonstrated high specificity of LunX for lung
cancer. The level of its expression depends on the clinical stage of patients.
Marker c-met lacks specificity for lung cancer, it is possible to use it in
combination with other markers. We noticed a higher level of c-met expression in
the pulmonary blood in patients with lymph nodes involvement than in patients
with histologically negative nodes. MRD detection in lung cancer using real-time
RT-PCR with LunX and c-met markers is, according to our study, a potential

prognostic factor.
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|. Cile prace

Provést reSerSi na dané téma, zorientovat se v problematice karcinomu
plic a minimélni rezidualni choroby (MRD) u solidnich nadoru, ziskat teoretické
a praktické znalosti PCR metodiky, naucit se pracovat s patficnymi databazemi
a softwarem (PubMed, OMIM, Rotor-Gene 6, aj.)

Naucit se izolaci RNA z rliznych typu vzork(, event. rGznymi metodikami
a stanovit expresi vybranych marker ve vzorcich pacientd s karcinomem plic
metodikou kvantitativni RT-PCR.

Odhadnout mozZznosti pouziti vybranych markerll pro detekci MRD
u karcinomu plic, v tomto ovéreni a dalSim sledovani vybranych pacientt event.

pokracovat v ramci diplomové prace.



1. Uvod

Rakovina je vyznamnym problémem vefejného zdravi v Evropé - u 1 ze 3
Evropanu je béhem Zivota diagnostikovana rakovina a 1 ze 4 umrti v Evropé je
zpusobeno rakovinou. V roce 2004 byla rakovina diagnostikovana pfiblizné
2,9 milionu Evropanl (54% muzi, 46% Zeny), a 1,7 milionu na rakovinu zemrelo
(56% muzi, 44% Zeny) (Boyle, Ferlay, 2005).

V Ceské republice bylo v roce 2008 do Narodniho onkologického registru
CR nahlaseno celkem 77 541 pfipad(i zhoubnych novotvard, z toho 39 299 u
muzl a 38 242 prfipadd u Zen. Kazdy rok pocet nové zjiSténych nadorl roste
hlavné u muzd, ale také u Zen.

Zatimco uroven incidence novotvart v Ceské republice v dlouhodobém
pohledu roste, umrtnost na zhoubné nadory vykazuje trendy opacné. K poklesu
amrtnosti dochazi jiz od druhé poloviny 90. let u obou pohlavi, i kdyz vyraznéji
se projevuje u muzu. V roce 2008 byla u muzi i u Zen zaznamenana

SniZzovani umrtnosti je pfedevsim zasluhou moderni mediciny, v€asného
zjiSténi onemocnéni a zpusobu [éCby.

Existuje mnoho v sou€asnosti uzivanych metod diagnostiky zhoubnych
nadoru. Mezi nejCastéji pouzivané diagnostické metody patfi vySetfeni bunék
nebo tkani metodami cytologie a histologie (specialni histologicka a cytologicka
barveni napf. mucikarmin na hlen u karcinom), dale imunohistochemie (detekce
proteind pomoci protilatek) a na né navazujici rychle se rozvijejici metody
molekularni diagnostiky (PCR, RT-PCR, Real-time RT-PCR, RFLP, FISH,
PRINS, blotovaci metody a jiné).

Poté co patolog ur¢i typ nadoru, musi upresnit jeho stadium, aby zjistil
rozsah invaze, kompletnost resekce a u nékterych nadoru také jejich chovani.
Kuréeni stadia nadoru se pouziva tzv. patologicky staging opfeny
0 mikroskopické vySetfeni.

V poslednich letech se rozvinula diagnostika tzv. minimalni rezidualni
choroby (Minimal Residual Disease, MRD). Tento pojem byl pivodné zaveden
u leukemii a lymfomU pfi monitorovani dstupu onemocnéni nebo jeho hroziciho

relapsu pfi vySetfeni kostni dfené. Postupné vSak vychazi najevo, Ze sledovani



MRD mé& vyznam i u solidnich né&dord. Pomoci molekularnich metod
prokazujeme diseminaci zhoubného nadoru do kostni diené mnohem cCastéji,

nez bylo dosud mozné zjistit pomoci klasické cytologie (Koutecky et al., 2004).



lll. Teoreticka cast

1 Plice

Plice jsou parové organy lezici v pravé a vlevé pohrudni¢ni duting,
v nichz pfi dychani probiha vyména plynd mezi vzduchem a krvi. V plicich se
vétvi bronchiélni strom koncici plicnimi sklipky. Spolu s nim béZi i plicni tepny
a Zily, sledované fidkym vazivem, nervovymi pletenémi a miznimi cévami.
Vzduch do plic pfivadéji a z plic odvadéji bronchy, které se v plicich vice nez
dvacetkrat vétvi. Vyména O, a CO, mezi krvi a vzduchem se uskutec¢nuje

pres sténu plicnich sklipkd a pres sténu kapilar (Petrovicky et al., 2001).

1.1 Tvar a popis

Plice vypliuji pleuralni dutinu a kopiruji jeji tvar. Jsou-li fixovany uvnitf
organismu, jsou na nich patrné otisky sousednich organd (hlavné
mediastinalnich), coz je zpisobeno mékkou konzistenci plic (Petrovicky et al.,
2001). Kazda plice ma zakladni tvar kuzele s otupenym vrcholem a
se zploSténou a vkleslou medialni plochou obracenou proti mediastinu a srdci
(Cihak, 1988).

Pravd a leva plice, jsou rozdéleny hlubokymi zafezy na plicni laloky.
Prava plice ma laloky tfi, leva jen dva. Do kazdého plicniho laloku vstupuje

lalokova pruduska vétvici se na hlavni pridusky (Petrovicky et al., 2001).

1.2 Vlastnosti plicni tkAn &

U novorozence a v raném détstvi je barva plic nejprve razova, pak plice
pfijimaji Sedavy nadech, pozdéji s SedoCernym mramorovanim na povrchu.
Postupnd zména je zpusobena vdechovanym prachem a c¢asteCkami sazi.

Zbarveni plic je ovlivnéno i povahou vdechovaného prachu (je znama narezla
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barva plic u délniki Zelezaren, bélava barva u pracovnikd vapenek, apod.)
(Cihak, 1988).

Jedna plice ma objem asi 2 |, ale jeji hmotnost je jen 200 - 400 g. Prava
plice je asi 0 1/10 objemnéjSi nez leva. Uvadi se, Ze plice obsahuji 300 - 400
miliond sklipkd, které u dospélého pii vdechu zaujimaji plochu kolem 100 m?
(Petrovicky et al., 2001).

1.3 Karcinom plic

Karcinom plic je po kolorektalnim karcinomu a karcinomu prsu nejcastéji
se vyskytujicim nadorovym onemocn&nim v Ceské republice. U Zen je

zaznamenan nejvyssi vyskyt karcinomu prsu a u muzl pak karcinomu prostaty.

O Kolorektalni ca
7771; 14,4% @ Ca prsu
@ Ca plic

16 074; 29,8%

6 486: 12.0% O Ca prostaty

m Ca ledvin
m Ca mo€oveho méchyfe

1792; 3,3% 6 463: 12.0% @ Melanom klze

1 950; 3,6% m Ca pankreatu
2 034; 3,8% / 5 719; 10,6% m Ca délohy
2 627; 4,9% O Dalsi ca

3 047; 5,6%

Obr. 1: Incidence nejéast&ji se vyskytujicich zhoubnych nadord v Ceské

republice za rok 2008 (Upraveno dle: www.globocan.iarc.fr).

1.3.1 Epidemiologie

Karcinom plic postihuje pfevazné muze, ale v poslednich letech doSlo
u muztu k pozvolnému poklesu incidence i mortality, zatimco u Zen dochazi

k postupnému narustu.
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Obr. 2: Casovy vyvoj hrubé incidence v poétu pfipadd na 100 000 osob —

srovnani muzu a Zen (www.svod.cz)
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Obr. 3: Casovy vyvoj hrubé mortality v poétu pfipadii na 100 000 osob —

srovnani muzu a zen (www.svod.cz)

Onemocnéni se objevuje pfevazné u starSich osob ve véku kolem 70 let.
V poslednich letech dochazi ke zvySeni vyskytu u mladSich vékovych skupin,

zpusobenému patrné zvySujicim se poétem mladych kuraka.
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Obr. 4: Vékové specificka incidence a mortalita v poctu pfipadd na 100 000 osob

(www.svod.cz)

1.3.2 Typy nador U

Nadory obecné délime na pravé a nepravé. Nepravé nadory jsou utvary,
které svym vzhledem nadory pfipominaji, ale vznikly jinym zplsobem nez
abnormalnim délenim bunék, napf. nahromadénim tekutiny (cysty). Pravé
nadory délime na benigni, nezhoubné, ohrani€ené od ostatni tkané, nesifici se
metastazami, a na maligni, prorustajici do okoli se schopnosti se hematogenné
(krvi), lymfogenné (lymfatickymi cestami) nebo pfimym Sifenim rozsévat
do ostatnich &asti téla a zakladat metastazy (Capov et al., 2008; Petruzelka et
al., 2003).

Zhoubné nadory plic patfi k nej¢astéji se vyskytujicim nadordm v lidském
organizmu. VétSinou se jedn&d o karcinomy, které vychazi ze sliznice bronchu,
tedy o bronchogenni karcinomy (Macak, Macakova, 2004). Bronchogenni
karcinom vyrista bud z centralni ¢asti bronchialniho stromu (centralni forma),
nebo z perifernich bronchd (periferni forma). V malém procentu vychazi
nadorové bujeni z vystelky praduSek a alveol (bronchioloalveolarni forma)
(Gvozdjak et al., 1995). Podle biologického chovani rozliSujeme dva typy

bronchogenniho karcinomu, malobunécny karcinom (Small Cell Lung
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Carcinoma, SCLC) a nemalobunéény karcinom (Non-Small Cell Lung
Carcinoma, NSCLC).

Asi 20 % vSech bronchogennich karcinomi pfedstavuje centralné
lokalizovany malobunéény karcinom. Vyrazné se odliSuje od vSech ostatnich
variant plicnich karcinomd, velmi brzy metastazuje a v obdobi diagn6zy maiji dvé
tfetiny nemocnych jiz vzdalené mikrometastazy. Bufiky nadoru se vyznaduji
mimoradnou hormonalni aktivitou a produkuji Cetné specifické peptidy a aminy,
které zpasobuji paraneoplastické syndromy (Klener et al., 1999).

Nemalobunéény karcinom muzeme rozdélit na tfi typy, které se od sebe
li5i morfologicky, ale jejich biologické chovani je podobné. Prvnim a nejcastéjSim
typem je epidermoidni (spinocelularni) karcinom. VétSinou se nachazi centralné
pfi rozvétveni segmentalnich nebo subsegmentalnich bronchd a mize zpusobit
uzavér bronchi. Casto metastazuje, predevsim do mediastinalnich uzlin, pfilehlé
plicni tkAné a muze pUsobit syndrom horni duté Zily. Asi u poloviny nemocnych
se objevuji extrathorakalni metastazy (zejména do jater a kosti). DalSim typem
nemalobunééného karcinomu je adenokarcinom, jenz tvofi asi 30 % plicnich
nadorud. Casto vznika u lidi, ktefi prodélali plicni onemocnéni jako tuberkul6zu,
fibor6zu nebo pneumokoniézu a vyskytuje se i u nekufdkd. Pomérné brzy
metastazuje, hlavné do jater, nadledvin a mozku. Poslednim typem je malo
diferencovany velkobunécny karcinom. Vyskytuje se asi v 15 % pfipadl a stejné

jako adenokarcinom je lokalizovan v periferii (Klener et al., 1999).

1.3.3 Etiologie

vrve

Za nejCastéjsi pric¢inu vzniku vétSiny vySe jmenovanych typd karcinomu
plic se povazuje koufeni. Kufaci, ktefi vykoufi po dobu 20 let denné vice
nez 20 cigaret, vykazuji 20x vySSi riziko vzniku bronchogenniho karcinomu
nez nekuraci (Klener et al., 1999). Koufeni zplUsobuje 90 % amrti na karcinom
plic u muzd a 75-80 % umrti u Zen. Cigaretovy kouf obsahuje vice jak 4000
chemickych latek, z nich 60 patfi mezi prokdzané lidské karcinogeny (Adam et
al., 2003).

Dalsi vyznamnou pfi¢inou vzniku plicniho karcinomu je inhalace

vyfukovych plynt obsahujicich aromatické uhlovodiky a dioxiny, radiace
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(vdechovani radonu) nebo vdechovani dalSich chemickych latek pfi jejich
pramyslovém zpracovani (napf. azbest, nikl, chrom) (Macak, Macakova, 2004).
Lidé, vystaveni ionizujicimu ¢& UV zafeni, mykotoxinim, chlorovanym
uhlovodikim a podobné, patfi taktéz k ohrozené skupiné. Vznik onemocnéni je
také zavisly na genetickych predispozicich a znecisténi ovzdusi, zndmy je

napfiklad nepfiznivy vliv oxidu sifi¢iteho (Klener et al., 1999).

1.3.4 Kilinicky obraz

Nadory plic jsou obvykle v ranych stadiich bezpfiznakové. Spolu s jejich
ristem se zacinaji objevovat pfiznaky, které muazZzeme rozdélit na centralni,
intrathorakalni a extrathorakalni (Gvozdjak et al., 1995). NejcastéjSim pfiznakem
je kaSel. Protoze rakovina plic ¢asto postihuje lidi s chronickou bronchitidou, pfi
niz je kaSel samozfejmosti, rozhodujicim Gdajem je zmé&na charakteru kasle.
MuZe byt vice drazdivy, zachvatovity, muze se zménit mnozZstvi a charakter
vykaslavaného hlenu. DalSimi pfiznaky jsou teplota, hemoptyza (vykasSlavani
krve) a chrapot. Pfiznaky pokrocilejSiho onemocnéni jsou dusnost, nechutenstvi,
Ubytek hmotnosti a bolesti na hrudi. U nékterych typl nador( se muze obijevit
tzv. Pancoastiv syndrom. Jednd se o soubor pfiznakd zahrnujicich bolesti
ramene a paze, atrofii svalu ruky a slabost. V souvislosti s timto syndromem se
muze objevit také tzv. Horneova trias (zUzeni zornice, stejnostranny pokles
ocniho vi¢ka a zdanlivé vklesnuti oka do o¢nice). Rostouci nador mlze utlacovat
cévni sténu horni duté Zily a tim branit dostate€nému pratoku krve do praveé siné
srdecni, vznika tzv. syndrom horni duté Zily. Zpisobuje otok obliceje a paZze,
kaSel, dusnost, bolest hlavy, dysfagii (porucha polykani) nebo synkopu (nahla a
kratkodoba ztrata védomi) (Dité et al., 2007).

1.3.5 Diagnostika a staging

Diagnostika je zalozena na bioptickém, resp. cytologickém vySetfeni.
Vzorek potfebny pro vySetfeni se pfi centralni lokalizaci nadoru ziskava

za pouziti bronchofibroskopie (kartd€ova biopsie) a raznych pfidavnych metod
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(bronchiélni vyplach nebo lavaz, transbronchiélni punkce lymfatickych uzlin).
Soucdasti kazdého vySetieni je CT (Computed Tomography), HRCT (High
Resolution Computed Tomography) a PET (Positron Emission Tomography),
pripadné PET-CT (Positron Emission Tomography — Computed Tomography),
provadi se také rentgenové vySetieni hrudniku (Klener et al., 1999).

Diagnostika periferniho nadoru je sloZitéjSi, nékdy je tfeba pouzit
transparietalni aspiracni biopsii (odbér vpichem skrz hrudni sténu), popf.
mediastinoskopii  (pozorovani postizeni mediastinalnich uzlin v celkové
anestezii) ¢i videotorakoskopii (operacni metoda, pfi které se vpichy v mezizebfri
zavadi pristroje, kterymi je mozné prohlédnout plice a pleuralni dutinu) (Klener
et al., 1999; Klener, 2002).

Pfi  laboratornim vySetfeni stanovujeme nadorové markery —
karcinoembryonalni antigen (Carcinoembryonic Antigen, CEA), tkarnovy
polypeptidovy antigen (Tissue Polypeptide Antigen, TPA), antigen skvamoznich
nadorovych bunék (Squamous Cell Carcinoma Antigen, SCC), neuron specificka
enolasa (Neuron Specific Enolase, NSE), které se vyuZivaji k monitorovani IéCby
biomarkery — rastové faktory nadord napf. bombesin, transformujici ristovy
faktor alfa (Transforming Growth Factor Alpha, TGFa) nebo insulinu podobny
ristovy faktor 1 (Insulin-like Growth Factor 1, IGF ). Nékteré markery
(chromogranin A, epidermdlni rastovy faktor) a cytogenetické zmeény slouZzi
k diferenciaci malobunééného a nemalobunétného karcinomu (Klener et al.,
1999).

V klinické praxi rozliSujeme &tyfi stadia nadort dle rozsahu a pokrocilosti
onemocnéni. Casné stadium |, pozd&jsi stadium II, které je charakterizovano
postizenim regionalnich miznich uzlin, stadium Il zahrnujici nemocné
s rozsdhlym nadorem a stadium IV zahrnujici pacienty se znamkami vzdalenych

metastaz (Klener et al., 1999).

1.3.6 Terapie

Nejvétsi nadéji na preziti maji pacienti s nemalobunéénym karcinomem

plic v raném stadiu (I-ll-llla stadium), ktery lze odstranit chirurgicky. Operabilita
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nadoru vyplyva z funkéniho stavu nemocného, je zavisla na jeho véku, stavu
kardiovaskularniho systému a funkénich rezervach plic. Mezi paliativni
chirurgické vykony fadime resekci vétSi ¢asti nadoru k usnadnéni chemoterapie
nebo k odstranéni mechanického tlaku na okolni struktury (Klener et al., 1999).

Kromé chirurgického zakroku byva pacient také 1é€en pomoci radioterapie
a to bud cilené na vlastni nddor, nebo symptomaticky k ovlivnéni vzniklych
komplikaci (syndrom komprese horni duté Zzily, lokalni bolesti, metastaza do
CNS). Radioterapie ma pfitom sva omezeni vyplyvajici z velikosti nadoru a jeho
rozsahu. Je vhodna pro pacienty s hor§im stavem, ktefi netoleruji operaci nebo
chemoterapii. V sou€asné dobé se pouziva druh velmi pfesné radioterapie tzv.
IMRT (Intensity-Modulated Radiation Therapy), ktera vyuziva pocitatem fizené
linearni urychlovace, jejz umoznuji zacilit pfesné davky zafeni na zhoubny
nador, nebo do urité oblasti uvnitf nadoru, a umoznuje meénit intenzitu zareni
béhem IéCby. K 1éEbé se Casto pouziva kombinace radioterapie a chemoterapie.
Zda se totiz, Zze malé davky cisplatiny pouzivané pfi chemoterapii mohou zvysit
ucinek zareni (Klener et al., 1999; www.irsa.org).

V nékterych pfipadech muzeme také pouzit lokalni endobronchialni
terapii, kterd umoZznuje obnoveni pruchodnosti dychacich cest. K tomuto ucelu
se pouZziva laser, lokalni aplikace zafiCe, popfipadé kryoterapie (Klener et al.,
1999:; Capov et al., 2008).

Prabéh malobuné&ného karcinomu je natolik rychly, Ze nadéji na uspéch
muze mit jen systémova |éCba pomoci chemoterapie, pfipadné v kombinaci
s radioterapii. Mezi moderni metody chemoterapie patfi biologicka lé¢ba, ktera
se zaméfuje na molekuly a pochody specifické pro nadorové buriky. Léky
pouzivané pfi biologické l|écbé mohou byt napf. inhibitory tyrosinkinazy
(erlotinib), jez zablokuji enzym tyrosinkindzu a tedy i pfenos signalu do bunky.
Burika prestane rust a vraci se ji schopnost apoptézy. Pro |éEbu nékterych
solidnich nadord napf. NSCLC byl v USA schvalen Iék crizotinib, ktery je
inhibitorem fazniho proteinu ALK (Anaplastic Lymphoma Kinase). Dale se
pouzivaji monoklonalni protilatky zamérené specificky proti jednomu antigenu.
Mezi né patfi napf. cetuximab, ktery se vaze na receptor pro epidermalni rastovy
faktor, coz je antigen nachazejici se na povrchu urcitych nadorovych bunék.
Nadorova burika pak nemuze pfijimat zpravy, které potfebuje pro svij rust a

metastazovani (Klener et al., 1999; www.linkos.cz; www.cancer.gov).
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2 Minimalni rezidualni choroba (MRD)

Minimalni rezidualni chorobou jsou nazyvany subklinické zbytky nadorq,
které jsou nejéastéjsi pficinou rekurence onkologickych onemocnéni (Cerny et
al., 2003). Casné Siteni nadorovych bunék do lymfatickych uzlin, kostni dfené
(Hosch et al.,, 2001) a jinych organl pfedstavuje vyznamny krok pfivzniku
metastaz (Ignatiadis, Reinholz, 2011). Podle Pantel et al., 1999, je metastaticky
relaps u pacientl se solidnimi nadory zpasoben systémovym predoperacnim,
nebo peroperacénim Sifenim nadorovych bunék.

Cirkulujici nadorové bunky (Circulating Tumour Cells, CTCs) jsou
detekovany v krvi, kostni dfeni €i lymfatickém systému pacienta, u néhoz byla
provedena resekce primarniho tumoru, a ktery je bez znamek klinického
onemocnéni. Tyto izolované nadorové buriky miZeme povazovat za prekurzory
mikrometastaz, prestoze jejich koncentrace je hluboko pod detekénim limitem
standardnich vySetfovacich metod jako jsou imunohistochemie nebo pritokova
cytometrie (Pantel et al., 2008; Lacroix, 2006; Paterlini-Brechot et al., 2007).

PFitomnost jednotlivych nddorovych bunék v kostni dfeni a periferni krvi
muze byt detekovana pomoci imunologickych & molekularnich metod a je
povazovana za klinicky vyznamny prognosticky faktor. Charakteristika téchto
bunék umozruje zlepSit hodnoceni rizika, vybér a monitorovani IéCby a maze mit
vliv na vyvoj novych terapeutickych latek (Pantel et al., 1999; Ignatiadis,
Reinholz, 2011).
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3 Detekce cirkulujicich nddorovych bun  ék

K detekci CTCs se pouziva pratokova cytometrie, nebo metody klasické
cytogenetiky a imunocytochemie. Tyto techniky jsou ale pomérné malo citlivé
vzhledem Kk jejich zavislosti na interakci protilatek s antigeny umisténymi
na povrchu nadorovych bunék. Naproti tomu mohou vykazovat faleSné pozitivni
vysledky, dojde-li ke zkfizené reakci mezi protilatkami a antigeny na povrchu
normalnich bunék, nebo v pfipadé, Ze jsou antigeny nadorovych bunék
zachyceny na povrchu bunék imunitniho systému (Johnson et al., 1995;
Heyderman et al., 1985). Vyvoj v oblasti molekularni biologie, hlavné rozvoj
polymerazové fetézové reakce (PCR), umoznil citlivou detekci CTCs v periferni
krvi (Johnson et al., 1995; Smith et al., 1991). Mezi v soucasnosti bézné
vyuzivanymi metodami vykazuje nejvySSi diagnostickou senzitivitu pro detekci
jednotlivych nadorovych bunék v raznych vzorcich tkani a télnich tekutin
reverzné transkriptdzova polymerazova fetézova reakce (Reverse Transcriptase
Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) (Kruger et al., 1996), zvlasté pak
kvantitativni RT-PCR v realném Case (Quantitative Real-Time RT-PCR), ktera je
pomérné jednoducha a rychla (Bieche et al., 1998).

Déale vSak dochazi také ke zdokonalovani metod pfimé detekce
nadorovych bunék. Mezi nejnovejsi z nich patfi CTC-chip a CellSearch system.

CTC-chip je vysoce citliva technologie, pomoci které Ize z krve izolovat
viabilni nadorové burky. Jedna se o silikonovy Cip velikosti mikroskopického
sklicka, na némz je na tzv. microposts nanesena protilatka proti adhezni
molekule epitelialnich bunék (Epithelial Cell Adhesion Molecule, EpCAM). Krev
je tlatena povrchem ¢ipu, CTCs interaguji s EpCAM, a jsou tak zkrve
vychytavany. Bunky lze poté detekovat pouzitim znadenych protilatek napf.
proti cytokeratinim, izolovat a dale s nimi pracovat (Hansen et al., 2003; Sequist
et al., 2009; Went et al., 2004). Druhou generaci CTC-chipu je tzv. HB-chip
(Herringbone-Chip), ktery poskytuje vétSi prostor pro interakce mezi CTCs a
protilatkou a tedy efektivngjSi zachyt nadorovych bunék (Stott et al., 2010).

Poloautomatizovanou detekci CTCs epitelialniho plvodu v krvi umozZziuje
CellSearch system firmy Veridex. Tento komeréni test vyuziva Kk izolaci

nadorovych bunék magnetické nanocastice potazené EpCAM protilatkou, buriky
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jsou poté selektovany pomoci smési protilatek proti cytokeratinm 8, 18 a 19
znaCenych phycoerythrinem, pomoci protilatek proti CD45 znacenych
allophycocyaninem a pomoci DAPI pro znaceni jader bunék. Bunky jsou dle
jejich signalu softwarem automaticky spocitany a je vyhodnocen jejich pocet v 1
ml krve. Nevyhodou tohoto systému je vSak nemoznost CTCs izolovat a dale

s nimi pracovat (Van der Auwera et al., 2010; www.veridex.com).
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4 Polymerdzova retézova reakce (PCR)

Pred rokem 1983 bylo jedinym zplGsobem detekce gent klonovani DNA
pomoci knihoven. V tomto roce ovSem pfiSel Kary B. Mullis s rychlejSi a méné
nakladnou metodou k detekci gend a mnohym dalSim DNA aplikacim. Tato
metoda se nazyva polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction,
PCR) a probiha zcela v podminkach in vitro (Alberts et al., 1998). V roce 1993
obdrzel Kary Mullis za objev PCR Nobelovu cenu za chemii.

PCR patfi dnes ke klicCovym metoddm uzivanym v molekularni
diagnostice. Jeji podstatou je enzymaticka amplifikace kratkého useku DNA
(fadové stovky az tisice bazi) ohrani¢eného syntetickymi oligonukleotidy
specifickymi pouze pro analyzovany usek genu. Pfi syntéze DNA se pouZzivaji
termostabilni DNA-polymerdzy (napf. Taq DNA-polymerdza z Thermus
aguaticus), které odolavaji vysokym teplotam, pfi nichz se DNA denaturuje
(Adam et al., 2003; Smarda et al., 2005). Optimalné pracuji pfi teploté kolem
72 °C a snéseji jen s malym ubytkem aktivity po urcitou dobu i teploty nad 90 °C
(Raclavsky, 1998).

Studovany Usek nukleotidové sekvence je vymezen pfipojenim dvou
primer(, které se vazou na protilehlé fetézce DNA tak, Ze jejich 3"-konce smérfuji
proti sobé. Po pfidani DNA-polymerazy a nukleotidd pak probiha syntéza novych
vlaken protismérné. To umoznuje, aby syntéza DNA probihala opakované
formou cykld (Smarda et al., 2005).

V reakéni smési jsou na pocatku PCR ve vhodném pufru a ve vhodnych
koncentracich pfitomny:

1) dsDNA, jejiz ¢ast chceme namnozit, tedy tzv. templatova DNA

2) dva jednoviaknové oligonukleotidy (primery), schopné vazat se
na komplementarni sekvence v templatové DNA

3) termostabilni DNA-polymeraza

4) dNTPs — deoxynukleotidtrifosfaty, slouzici jako stavebni kameny nové
syntetizované DNA (Ré&clavsky, 1998)

Samotnad metoda PCR zahrnuje tfi kroky, které se mnohokrat opakuiji.
V prvnim kroku je genomova DNA obsahujici sekvence, které maji byt

amplifikovany, denaturovana zahfatim na 92 - 95 °C po dobu asi 30 sekund.
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Druhy krok zahrnuje hybridizaci denaturované DNA s nadbytkem syntetickych
oligonukleotidovych primera pfi 50 - 60 °C po dobu 30 sekund. Ve tfetim kroku je
pouzita DNA-polymeraza pro replikaci iseku DNA mezi misty komplementarnimi
k oligonukleotidovym primerdm (Snustad, Simmons, 2009).

Pfesné hodnoty teploty a dobu trvani jednotlivych krokd je trfeba
optimalizovat (Smarda et al., 2005). Interakce mezi Taq polymerdzou a
templatovou DNA je zavisla na hofednatych iontech, optimaini koncentrace Mg?*
iontd urCuje charakteristickou sekvenci, ktera bude amplifikovana. Vztah mezi
enzymem a sekvenci DNA neni dostate€né znadmy, proto je optimalni
koncentrace Mg?* iont(l uréovana experimentalné vzdy, kdyZ je navrzena nova
PCR (Brown, 2001).

Amplifikace DNA pomoci PCR mulze byt klinicky vyuzita krychlé
diagnostice infekénich virovych a bakterialnich nemoci, monitorovani rakoviny,
k detekci vzacnych patogennich jevd jako napf. translokace chromosomul a
prenatalni diagnostice. V soudnim lékafstvi mize byt podle DNA z jediného
vlasu ¢i jediné spermie jednoznacné uréen puvodce. Pouzitim PCR Ize
amplifikovat i RNA, pfepiSeme-li ji na cDNA pomoci reverzni transkriptazy (Voet,
Voetova, 1990, Smarda et al., 2005).
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5 Reverzn é-transkriptazova polymerazova retézova
reakce (RT-PCR)

Reverzné-transkriptazova polymerazova fetézova reakce RT-PCR je
metoda zaloZend na detekci RNA, ktera vyZaduje prepis mRNA do cDNA
pomoci enzymu reverzni (zpétné€) transkriptazy. Enzym katalyzuje syntézu
fetézcl, které jsou komplementarni k templatim mRNA. Syntéza je zahajena
random, oligo-dT nebo genové specifickym oligonukleotidovym primerem, ktery
naseda na studovanou mRNA (Snustad, Simmons, 2009).

Celd RT-PCR zahrnuje tfi hlavni kroky. Nejprve dochazi k pfepisu RNA
do cDNA pomoci reverzni transkriptazy. Tento krok probiha pfi teploté mezi 40 a
50 °C, v zavislosti na pouzitétm enzymu. NejCastéji pouzivanymi enzymy jsou
AMV odvozeny z viru pta¢i myeloblastosy a MMLV odvozeny z Moloneyho viru
mySi leukemie. Dale doché&zi k denaturaci dsDNA pfi 95 °C a k navazani primeru
pfi 55-65 °C za pfitomnosti Tag-polymerazy. Retézce DNA jsou nasledné
amplifikovany pomoci PCR (Snustad, Simmons, 2009; Smarda et al., 2005;
Bustin, 2000).

RT-PCR muze probihat dvéma zpUsoby. Jako takzvana ,one-tube“, kdy
reverzni transkripce i PCR probihaji vjedné zkumavce, ¢imz se omezi riziko
kontaminace. Nebo jako ,two-tube“, pfi které reverzni transkripce probiha
v jedné zkumavce a PCR nasledné v jiné. Vyhodou této aplikace je zisk stabilni
cDNA, ktera maze byt dlouhodobé uchovavana a vyuzita (Bustin, 2000).

Metoda RT-PCR je natolik citlivd, Ze umozniuje detekci specifické mRNA
v jediné bunce. Pouziva se proto pfi detekci molekul mRNA, které se v bunce
vyskytuji pfi velmi nizkych koncentracich a pro analyzu genové exprese u
buné&k, které je obtizné ziskat ve vétsich podtech (Smarda et al., 2005).

Pro metodu RT-PCR je charakteristické mnozZstvi variaci, které vznikaji
v riznych laboratofich i pfi pouziti identickych vzork(. Pokud polymerazova
fetézova reakce neprobiha opravdu exponencialné, nemuizeme ziskat spolehlivé
vysledky jednoduchou amplifikaci templatu a meéfenim ziskaného produktu.
Tento problém se da castecné vyfesit pfidanim znamého mnozstvi druhého

templatu, ktery je amplifikovatelny identickou sadou primert, ale je odliSitelny
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po gelové elektroforéze. V praxi byl vSak tento pfistup nahrazen metodou PCR

v realném éase (Bustin, 2000; Smarda et al., 2005).
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6 Real-time reverzn é-transkriptazova polymerazova

Fetézova reakce (Real-time RT-PCR)

Metoda real-time RT-PCR umoZiuje sledovat mnoZstvi produktu
vznikajiciho v pribéhu PCR prostfednictvim detekce a kvantifikace
fluorescenéniho signalu v termocykléru vybaveném optikou. Sou€¢asnd metoda
pouZziva oddélené fluorescencné znacené primery a préby.

Pro znacdeni primerd a hybridizaénich sond se pouzivaji specifické
molekuly - fluorofory, které po predchozi absorpci svétla urcité vinové délky
emituji svétlo odlisné vinové délky. Dvojité fluorescenéné znacené sondy
obsahuji také zhasec, coz je molekula, ktera pfijima energii z fluoroforu ve formé
svétla a rozptyluje ji jednim ze dvou zplsobu. V prvnim pfipadé dochazi
k pfimému kontaktu mezi fluoroforem a zhaSeCem a k rozptyleni energie ve
formé tepla. Ve druhém pfipadé donor (fluorofor) pfenese energii na akceptor
(zhaSec€; quencher) a energie je vyzafena pomoci svétla o vyssi vinové délce.
Tento zplsob je nazyvan jako prenos energie fluorescenéni resonanci
(Fluorescence Resonance Energy Transfer, FRET) (Smarda et al., 2005; Bustin,
2002).

6.1 Detekce produkt G Real-time RT-PCR

Detekce produktd se maze provadét celou fadou technologii. Existuji tyfi
srovnatelné techniky, které dokazi detekovat amplifikovany produkt se stejnou
citlivosti. Vyuzivaji fluorescencni barviva a kombinuji procesy amplifikace a
detekce RNA, resp. DNA s cilem umozZnit monitorovani prabéhu PCR v realném
¢ase. Nejjednodussi metoda vyuziva fluorescenéni barvivo, které se specificky
vaze na vznikajici dsDNA. Ostatni tfi spoléhaji na hybridizaci fluorescentné

znacenych prob na spravny amplikon.
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6.1.1 DNA-vazebna barviva (DNA-binding dyes)

Tato metoda je zaloZzena na detekci vazby fluorescenéniho barviva
(napf. SYBR Green, Eva Green) na DNA. Nevazané barvivo vykazuje v roztoku
jen malou fluorescenci, ale béhem elongace se stale vétSi mnoZstvi barviva
vaze na vznikajici dvousroubovici DNA. PFfi monitorovani v redlném cCase to vede
ke zvySeni fluorescenéniho signalu, ktery Ize pozorovat béhem polymerizace
a zmensuje se, kdyZ je DNA denaturovana. Tato metoda nepotfebuje specifické
fluorescenéni proby, nevyhodou je ale moznost vzniku dimerd primerd, které
vydavaji nespecifické signaly (Bustin, 2000; Smarda et al., 2005).

Nedavno byla objevena metoda vysokorozliSovaci analyzy tkani (High
Resolution Melting, HRM), ktera urCuje bod tani (T,) dvouSroubovice DNA
sledovanim ztraty  fluorescence iterkalacniho barviva  vazaného
na dvouvlaknovou DNA (Von Keyserling et al., 2011; Do et al., 2008).

6.1.2 Hybridiza éni proby

Metoda vyuZziva dva primery a dvé sekvencné specifické préby, které se
vazi do tzv. head-to-tail uspofadani. Jedna z préb nese na svém 3" konci donor
(fluorescein), jenz emituje zelené fluorescenéni svétlo, které pfijima fluorofor
pfipojeny na 5  konci druhé proby. Excitace donoru vede k pfenosu
fluorescencni rezonanéni energie (FRET) na akceptor a k emisi Cerveného
fluorescencniho svétla. Fluorescencni signal je detekovan pouze jako vysledek
hybridizace dvou nezavislych préb na spravnou cilovou sekvenci (Wong,
Medrano, 2005; Bustin, 2000).

6.1.3 Hydrolytické préby

Hlavnim z&stupcem hydrolytickych prob je TagMan systém, ktery vyuziva
5"-nukledzovou aktivitu DNA polymerézy. Préba obsahuje fluorescenéni barvivo
vazané na 5 konci, jehoz emisni spektrum je zhaSeno quencherem vazanym

na 3"-konci. Je-li préba v intaktnim stavu, jsou oba fluorofory drZzeny v prostorove
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blizkosti a zh&Se€ pohicuje fluorescenéni zareni emitované reporterem. Pokud
sonda zhybridizuje s cilovou sekvenci, je béhem elongaéni faze PCR Stépena
prostfednictvim 5°-3"exonukleazové aktivity Tag DNA polymerazy, ¢imz dochazi
k prostorovému oddéleni fluoroford a zvySeni fluorescenéni aktivity reporteru.
VétSina prob mé teplotu tani (melting temperature, Tm) kolem 70 °C, proto
TagMan systém pouziva kombinaci annealingu a polymerizace pfi 60 - 62 °C.
Tim je zajiSténo, Ze proba zlstane pfi prodluzovani navazana na cilovém misté

(Bustin, 2000; www.generi-biotech.com).

6.1.4 Vlasenkoveé proby

Molekularni majaky (Molecular beacons) vytvareji sekundarni strukturu
vlasenky. Smycka je komplementarni k cilové molekule nukleové kyseliny a
kratka vlidsenka tvofend obracenou repetici, udrzuje v tésné blizkosti na koncich
pfipojeny fluorofor a zhaSe€. Po navazani cilové molekuly dojde k ukon&eni
zhaseni a k emisi fluorescence (Smarda et al., 2005; Bustin, 2000).

Scorpions primery maji na svém 5" konci navazany fluorofor, ktery je
ve vlasenkové smycce zhasen slozkou vazanou na 3" konec. Po prodlouzeni
primeru je proba schopna véazat se do komplementarniho mista DNA. Tato
hybridizace otevie vldsenkovou smycku, takZze se fluorofor oddéli od zhaSece a
muzeme pozorovat fluorescenéni signal (Bustin, 2002).

Sunrise™ primery jsou podobné Scorpions, jedna molekula slouZi
zaroven jako PCR primer i proba a ma opét vlasenkovou smyc¢ku na 5 konci,
fluorofor a zhaSe¢ (Wong, Medrano, 2005).

LUX™ (z Light Upon Extension) jsou velmi podobné Sunrise primertim.
ZhaSeni je zde ale zajisténo sekundarni strukturou vlasenky a pfitomnosti
specifické sekvence na 3" konci primeru. K emisi fluorescence pak dochazi
po prodlouZeni primeru (Smarda et al., 2005; Wong, Medrano, 2005).

AmpliFluor™ je technologie zaloZena na inkorporaci fluorescenéné
znadeného primeru s vliasenkovou smyékou do produktu PCR (Smarda et al.,
2005).
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Obr. 5: Technologie pouZivané pro detekci produktd pfi kvantitativni PCR. A)
Fluorescen¢ni barvivo vazajici se na DNA. B) Technologie TagMan. C) FRET
mezi fluorofory nesenymi dvéma sondami. D) Molekularni majaky. E)
Technologie primerd AmpliFluor. F) Technologie primerd LUX. G) Bifunkéni
molekuly Scorpion (Smarda et al., 2005).
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7 Detekce minimalni rezidualni choroby pomoci Real-
time PCR

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

Vysoka senzitivita metody sebou nese problém ilegitimni transkripce, tedy
detekci znaku epiteliadlnich bunék v kompartmentech mesenchymalniho ptvodu
u zdravych jedincl (Srovnal et al., 2005).

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

markery pro dany typ karcinomu.

7.1 Detekce minimalni rezidualni choroby u karcinom  u plic

Detekce minimalni rezidualni choroby se béhem poslednich let zacala
rychle rozvijet a ¢im dal Castéji se vyuziva také u solidnich nadord. Pomoci
molekularnich metod muZeme prokazat brzkou diseminaci zhoubného nédoru
tzv. ultrastaging mnohem c&asnéji, nez tomu bylo dfive s pouzitim cytologie
(Koutecky et al., 2004).
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7.1.1 Markery pouzivané pro detekci cirkulujicich n  adorovych bun ék

u nemalobun ééného karcinomu plic

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

Ge et al., 2006, upfednostiuji pro detekci CTCs marker CEA. Dle jejich
studie probihd uvolfiovani bunék sjeho expresi do cirkulace pfredevsim
po operaci, na rozdil od bunék exprimujicich CK19, které se Sifi jiz béhem
operace.

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

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

DalSimi markery pro detekci nemalobunééného karcinomu plic jsou plicni
specificky X protein (Lung Specific X Protein, LunX) a receptor pro rastovy faktor
hepatocytl (Hepatocyte Growth Factor Receptor, HGFR, c-Met).

7.1.1.1Plicni specificky X protein (LunX)

LunX je specificky gen, jehoz exprese probiha vyhradné v plicni tkani,
proto je vhodny jako citlivy marker pro detekci plicnich nadorud (lwao et al., 2001;
Mitas et al., 2003).
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Gen LunX je lokalizovan v pericentromerické oblasti na chromozému 20,
kde byly zaznamenany chromozomalni aberace u riznych nadord (Concannon
et al., 1974; Santabarbara et al., 1988; Sculier et al., 1985; Ariyoshi et al., 1983).
Pomoci semikvantitativni RT-PCR bylo prokazano, Ze exprese LunX je vySSi
v nadorové tkani v porovnani s normalni plicni tkani (lwao et al.,, 2000) a
zaroven nebyla detekovana v periferni krvi pacientd s jinymi epitelialnimi
karcinomy ani u pacientt se zapalem plic (Cheng et al., 2008).

Pozitivni detekce LunX mRNA v periferni krvi neni ovlivnéna pohlavim,
vékem ani typem nédoru pacientd. Nicméneé existuje vztah mezi stddiem nadoru
a mirou exprese. Cim vy33i je exprese LunX mRNA, tim pokrogilejsi je stadium
nemoci. LunX je zaroven vysoce citlivy biomarker pro diferencialni diagnostiku
NSCLC z plicniho vypotku. Jako jediny marker dokaze uspokojivé odlisit plicni
vypotek pochézejici z maligniho plicniho nadoru od plicniho vypotku u pacientt
s benignim onemocnénim plic jako je tuberkulézni zanét pohrudnice (Cheng et
al., 2008).

Vysokou citlivost tohoto markeru prokézali lwao et al., 2001, ktefi
detekovali LunX mRNA uZ pfi koncentraci 10* pg nadorové RNA v1 ug
normalni RNA pochazejici z lymfatickych uzlin.

7.1.1.2Protoonkogenni protein c-met

C-met je novym cilem pfi diagnostice a lIé¢bé nadora plic. Bylo zjisténo,
Ze kjeho expresi dochazi u NSCLC. Exprese c-met je stejna v nadorovych
tkdnich iv cirkulujicich bunkéach, ale zaroven neniexprese c-met mRNA
ovlivnéna pohlavim, vékem ani histologickym typem nadoru. Pro diagnostiku je
dalezité, ze mira exprese c-met zavisi na stadiu nadoru. Pacienti, u nichz bylo
prokazano zvysené mnozstvi c-met mRNA v periferni krvi, maji zvySené riziko
recidivy onemocnéni (Cheng et al., 2005; Sheu et al., 2006).

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

C-met se stava také atraktivnim cilem pro lé€bu. Bylo studovano nékolik
odlisSnych pfistupd k zablokovani c¢innosti c-met, napf. protilatky proti
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c-met/HGFR (Burgess et al., 2006; Kim et al., 2006; Martens et al., 2006) nebo
inhibitory kinaz (Sattler et al., 2003). VétSina z téchto intervenénich strategii
prokédzala protinadorovou aktivitu. (Bellon et al., 2007). Protoonkogen c-met
koduje receptor svysokou afinitou pro rastovy faktor hepatocytd, proto
kombinace inhibitoru c-met s latkami blokujicimi tyrosinkindzovou aktivitu HGFR
(napf. gefitinib) hraji dalezitou roli v protinadorové |écbé (Liska et al., 2011;
Stabile et al., 2010).
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V. Experimentalni ¢€ast

1 Metodika

1.1 Izolace RNA a reverzni transkripce

Stanoveni genové exprese metodou reverzné transkriptazove
polymerdzoveé fetézoveé reakce (RT-PCR) je zaloZzeno na izolaci RNA z bunék
pacienta, reverzni transkripci a PCR analyze.

1.1.1 Material

Izolace RNA

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

Reverzni transkripce

Random primers, RNAsin ribonuclease inhibitor, Deoxyribonucleotide
triphosphates (vSe Promega, Madison, W1, USA) (pozn.: pfipraveno jako 10 mM
dNTPs ze 100 mM dCTP, dGTP, dTTP, dATP; pfiprava: 4 x 0,1 ml jednotlivych
zasobnich nukleotidd doplnéno DEPC vodou do 1 ml), RevertAid H Minus
M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas, Vilnius, LI), 0,2 ml Thermo-Tube
(ABgene, Epsom, UK), epDualfilter T.I.P.S. (Eppendorf, Hamburg, DE)



1.1.2 Pristroje

Laminarni box (BioAir, EuroClone Group, Milano, IT), kombinovana
chladni¢ka (Gorenje, Velenje, Sl), vortex (Scientific Industries, Genie, NY, USA),
minicentrifuga (Eppendorf, Hamburg, DE), termocyklér TProfessional Basic
(Biometra, Goettingen, DE), chlazend centrifuga (Hermle Labortechnik,
Wehingen, DE), termoblok (Major Science, Saratoga, CA, USA), Nanodrop ND
1000 (Nanodrop, Wilmington, DE, USA), pipety (Eppendorf, Hamburg, DE)

1.1.3 Postup

Izolace RNA

RNA izolujeme z bunék lyzovanych pomoci komeréni chemikélie TRI
reagent (smés guanidinu thiokyanatu a fenolu) metodou dle Chomczynského
(Chomczynski et al., 1987).

1) Zkontrolujeme termoblok (60 °C), nechame vychladit centrifugu (4 °C).

2) Pfipravime si vzorky pro izolaci. PouZijeme cerstvé nebo zamrazené
bunééné TRI lyzaty (c=5 - 11 miliond bunék/l ml TRI reagentu),
rozmrazeni probiha na ledu cca 15 min a vzorky silné zvortexujeme.

3) Vzorky TRI lyzatd v 1,7 ml zkumavkach nechame stat 5 min pfi pokojové
teploté, aby mohla probéhnout kompletni disociace nukleoproteind, potom
ke vzorkim pfidame 200 pl chloroformu a silné je zvortexujeme (cca 30
sec). Vzorek opét nechame stat 5 min pfi pokojove teploté.

4) Centrifugujeme 15 min pfi 12000g a 4 °C (probihd separace fazi),
nachystame a popiSeme si 1,7 ml zkumavky.

5) Po centrifugaci spodni rdZzova vrstva obsahuje detrit, lipidy a proteiny,
prostfedni mezivrstva je prstenec DNA a horni, €ira vrstva obsahuje RNA.

6) Vrchni vodnou fazi obsahujici RNA preneseme do Cdisté zkumavky
(pipetujeme po Castech, napf. po 200 ul abychom si nerozvifili jednotlivé
faze), vhodné je odebrat celkem 400 — 500 ul vodné faze.

7) Ke vzorku pfidame stejné mnozstvi isopropanolu, jako jsme v pfedchozim

kroku sebrali vodné faze, tedy 400 — 500 ul a kratkym opakovanym
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8)
9)

10)

11)

12)

13)

14)

15)

16)

protfepdnim (2x — 4x) promichame obé vrstvy (nesmi zustat mlécny
prstenec).

Vzorky nechame stat 5 min pfi pokojové teploté, probiha precipitace RNA.
Centrifugujeme 10 min pfi 12 000 g a 4 °C (na dné zkumavky by se méla
utvofrit bila popf. prahledna RNA peletka).

Opatrné odstranime supernatant a RNA peletku omyjeme 1,5 ml 75%
ethanolu, peletku jemné odlepime pfevracenim zkumavky.
Centrifugujeme 5 min pfi 12 000 g, 4 °C.

Odstranime supernatant a peletu ususime na vzduchu ve flow-boxu
cca 3-10 min (nesmi se nechat vysusit moc, byla by Spatné rozpustnd),
peleta b&éhem susSeni zprahledni.

K RNA peleté pfidame cca 25 pl DEPC treated vody (21 — 60 ul podle
velikosti peletky) a obsah nékolikrat propipetujeme.

Rozpusténi RNA urychlime zahfatim vzorku na 60 °C po dobu 10 min,
poté ochladime na ledové tFisti.

Odebereme alikvot (cca 1,4 pl do 0,2 ml zkumavky) a spektrofotometricky
na pfistroji NanoDrop ND 1000 stanovime koncentraci a distotu
vyizolované RNA dle ndvodu k pfistroji (A260/A280 = 1,8). Ze zmérené
koncentrace vypocteme mnoZzstvi RNA potfebné pro reverzni transkripci
(reverzni transkripci provadime ze 3 g vyizolované celkové RNA
v reakénim objemu 30 pl).

Rozpusténou RNA dlouhodobé uchovavame pfi —70 °C az —80 °C.

Reverzni transkripce:

Chemikalie uchovavame pfi —18 °C az -30 °C. Pfed zacatkem prace

rozmrazime na ledové tfisti 10 mM dNTPs, 5x RT pufr, hexamery, DEPC H20.

Po rozpusténi je kratce zvortexujeme a sto€ime. RNAsin a RTaza se pfidavaji

pfimo z mrazaku po kratkém stoceni.

1)

2)

Reverzni transkripci provadime ze 3 pg vyizolované celkové RNA
v reakénim objemu 30 pl.

Pfipravime si 0,2 ml zkumavky do vychlazené desti¢ky, popiSeme
a po spocitani objemd pipetujeme v poradi ,voda-RNA-hexamery"

(mnozstvi RNA odpovidajici 3 pug RNA  (promichat Spickou
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pred pipetovanim), 0,3 ug hexamer a vodu do objemu 19,5 ul). Kratce
zvortexujeme a sto€ime.

3) Vzorky nechame inkubovat v termocykléru s vyhfivanym vickem
pfi 70 °C po dobu 5 min. Poté rychle zchladime na ledu po dobu cca 1
min.

4)  Mezitim si pfipravime MasterMix. Mnozstvi na jeden vzorek
pro transkripci 3 ug RNA ve 30 ul je 6 pl 5x RT pufru, 3 pl 20 mM dNTP
a 30 U RNAsinu. Pfipravujeme srezervou a pipetujeme do 0,2 ml
zkumavky. Kratce zvortexujeme a stocime.

5) Ke zchlazenému vzorku RNA s hexamery a vodou pfidame 9,75 ul
MasterMixu, promichame Spickou a nechame stat 5 min pfi pokojové
teploté, napf. ve flowboxu.

6) Poté ke vzorku RNA s MasterMixem pfidame 150U RT&zy, kréatce
zvortexujeme, stoCime a nechame stat 10 min pfi pokojové teploté,
napf. ve flowboxu.

7)  Zkumavky poté rovhomérné naskladame do termocykléru a inkubujeme
s vyhfivanym vi¢kem pfi 42 °C po dobu 60 min a poté 10 min pfi 70 °C.

8) Zchladime na ledu, popiSeme, kratce stoime a uloZime do mraziciho
boxu pfi -20 °C.

1.2 Real-time PCR

Polymerazova fetézova reakce s detekci v redlném Case (real-time PCR)
je enzymaticka reakce umoznéna primery, specifickou fluorescenéné znacenou
sondou a termostabilni DNA-polymerazou. Pridbéh reakce je sniman
termocyklérem v realném Case na zakladé zmeén fluorescence. Po pfidani
standardd k reakci a vytvoreni kalibra¢ni kfivky, 1ze hodnotit mnoZstvi specifické
vySetfované sekvence ve vzorku.

Ke kazdé polymeraze je dodavan reakéni pufr ve vhodném slozeni.
Pro kazdou sadu primeru je testovana optimalni koncentrace hore¢natych iontd.
Pro reakci je vyhodné pouzit DNA-polymerazu s tzv. ,HotStartem®, pro jejiz

aktivaci je nutné 10 az 15 minutoveé zahfivani na 90 - 95 °C.
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1.2.1 Primery a préby

Primery jsou kratké oligonukleotidy (o délce cca 20 bp), které vymezuji
amplifikovany usek DNA. Specificka hydrolyzacni TagMan proba je kratky
oligonukleotid znaceny fluorescenéni barvou a zhaSeCem. Syntéza primert a
prob dle vlastniho navrhu je provadéna firmou Generi Biotech, s.r.o. (Hradec
Kralové, CZ). Teplota nasedani primerd je orientatné vypocitana
z nukleotidového sloZzeni a nasledné experimentalné ovéfena pfi optimalizaci

amplifikacniho cyklu.

1.2.1.1 Plicni specificky X protein (LunX)

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

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

Sekvence (5”- 37) Velikost (bp)
LUNX-Fw gatggccaccgtctctatgt 20
LUNX-Rev acagccagcctcaacagact 20
LUNX-P ccatccctctcggcataaagctcc 24
Produkt LUNX 93

1.2.1.2 Protoonkogenni protein c-met

Pro urCeni exprese c-met mRNA byl navrzen levy primer (c-met-Fw)
o velikosti 20 bp a pravy primer (c-met-Rev) také o délce 20 bp. Préba c-met-P
ma velikost 26 bp.
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Tab. 2: Sekvence a velikost primeru a proby, velikost produktu pro c-met

Sekvence (5"- 37) Velikost (bp)
c-met-Fw tggacaatgatggcaagaaa 20
c-met-Rev gatgattccctcggtcagaa 20
c-met-P tcactgtgctgtgaaatccttgaaca 26
Produkt c-met 99

1.2.1.3 Glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza (GH)

Pro urCeni exprese GAPDH mRNA byl navrzen levy primer (GAPDH-Fw)
o velikosti 20 bp a pravy primer (GAPDH-Rev) o délce 18 bp. Proba GAPDH-P
ma velikost 20 bp.

GAPDH byla pouzita jako referenéni gen pfi stanoveni specifity marker(
LunX a c-met (viz Kapitola 2.2, Obr. 7)

Tab. 3: Sekvence a velikost primeru a proby, velikost produktu pro GAPDH

Sekvence (5°- 37) Velikost (bp)
GAPDH-Fw gaagatggtgatgggatttc 20
GAPDH-Rev gaaggtgaaggtcggagt 18
GAPDH-P caagcttcccgttctcagcec 20
Produkt GAPDH 226

1.2.1.4 Redéni primera a prob

VSechny primery a préby jsou dodavany v lyofilizovaném stavu. Primery
jsou cistény pomoci purifikaéni oligonukleotidové kazety (Oligonucleotide
Purification Cartridge, OPC), proby pomoci vysokoucinné kapalinové
chromatografie (High-Performance Liquid Chromatography, HPLC. Zasobni
roztoky maji koncentraci 0,1 mM, tj. 200 pmol v 1 pl.
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Primery LUNX-Fw, LUNX-Rev a c-met-Fw, c-met-Rev:

Pracovni koncentrace je 0,005 mM.

Primery GAPDH-Fw a GAPDH-Rev:
Pracovni koncentrace je 7,5 uM.

Préba LUNX-P a c-met-P:

Duéalné znacena proba typu TagMan je oznaCena hexachlorofluoresceinem

(HEX), ktery je zh&Sen quencherem (zhaSeCem) BHQ1; na pfistroji se zvoli
kanal JOE nebo pfimo excitacni vinova délka 530 nm a emisni vinova délka
556 nm.

Pracovni koncentrace je 1,25 pM.

Proba GAPDH-P:

Dualné znacena préba typu TagMan je oznaCena fluoresceinem (FAM), ktery je

zh&Sen quencherem BHQZ1; na pfistroji se zvoli kanal FAM nebo pfimo excitacni
vinova délka 494 nm a emisni vinova délka 525 nm.

Pracovni koncentrace je 1,25 uM.

1.2.2 Negativni kontrola, pozitivni kontrola, sp  ecifické standardy

V kazdé PCR reakci jsme souCasné se vzorky vySetfovali také negativni

a pozitivni kontrolu a dilu¢ni fadu specifickych standardu.

1.2.2.1 Negativni kontrola

Pro ucely negativni kontroly jsme do reakce namisto vzorku pfidavali
DEPC Treated Water v mnozstvi 1 ul.
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1.2.2.2 Pozitivni kontrola

Jako pozitivni kontrolu jsme pouzili cDNA ziskanou v pfipadé stanoveni
exprese LunX a c-met ze vzorku tkané karcinomu plic ST 1615, u stanoveni

exprese GAPDH ze vzorku tkané karcinomu kolorekta MRD 696 T.

1.2.2.3 Specifické standardy

Pro absolutni kvantifikaci exprese LunX, c-met a GAPDH jsme v praci
pouzili diluéni Fady standardd (30 — 10° kopii LunX, resp. c-met; 10% — 10° kopii
GAPDH). Standardy jsou tvofeny amplikony obsahujicimi sekvenci LunX, resp.
c-met, resp. GAPDH vymezenou primery LunX Fw a LunX Rev, resp. c-met Fw
a c-met Rev, resp. GAPDH Fw a GAPDH Rev. Kvantifikace je poté provadéna

pomoci standardizaéni kfivky téchto standarda.

1.2.3 Dalsi slozky reak €ni sm ési

dNTPs:
Zasobni koncentrace deoxynukleotid dTTP, dCTP, dATP, dGTP je 100
mM. Pracovni koncentrace je 10 mM dNTPs.

Thermo-Start DNA Polymerase:

Enzymem je chemicky modifikovana termostabilni DNA dependentni DNA
polymerdza odvozend od Thermus Aquaticus. Enzym je uréen pro hot-start
PCR. Pracovni koncentrace je 5 U/ul, pouzivame 1 U na reakci.

MgCI2 ma pracovni koncentraci 25 mM, finalni koncentrace v reakéni
smési pro LunX ¢ini 4 mM, pro c-met 6 mM a pro GAPDH 3 mM.

Reakéni pufr je 10x koncentrovany, finalni koncentrace je 1x, tj. pfi
celkovém objemu reakéni smési 25 ul dame do reakce 2,5 ul 10x konc.

reakéniho pufru.
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Tab. 4: SloZeni reakéni smési (MasterMixu) pro LunX real-time PCR, reakéni

objem 25 pl
Koncenrace na Finalni
Reagencie Objem Koncentrace reakci koncentrace
LUNX-Fw 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
LUNX-Rev 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
LUNX-P 4 pl 1,25 uyM 5 pmol 200 nM
dNTPs 0,5 ul 10 mM 5 nmol 200 uM
Taq 0,2 pl 5 U/ul 1U 0,04 U/pl
Mg** 4l 25 mM 100 nmol 4 mM
Pufr 2,5l 10x 1x 1x
cDNA 1l 0,1pg cDNA/uI 100 ng 4 ng/ul
H,O 8,8 ul / / /

Pribéh PCR reakce — cyklovani pro LunX:

1. krok:

2. krok:

aktivace polymerazy a denaturace cDNA

96 °C / 15 minut
amplifikace — dvoukrokova — 50 cyklu
95 °C /15 vtefin - 62 °C/ 10 vtefin
snimani v kanalu JOE pfi 62 °C

Tab. 5: SlozZeni reakéni smési (MasterMixu) pro c-met real-time PCR, reakéni

objem 25 pl
Koncentrace na Finalni
Reagencie Objem Koncentrace reakci koncentrace
c-met-Fw 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
c-met-Rev 2 ul 0,005 mM 10 pmol 400 nM
c-met-P 4 ul 1,25 uM 5 pmol 200 nM
dNTPs 0,5 ul 10 mM 5 nmol 200 uM
Taq 0,2 ul 5 U/ul 1U 0,04 U/ul
Mg** 6 pl 25 mM 150 nmol 6 mM
Pufr 2,5 ul 10x 1x 1x
cDNA 1l 0,1pg cDNA/I 100 ng 4 ng/ul
H,O 6,8 pl / / /
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Pribéh PCR reakce — cyklovani pro c-met:

1. krok:

2. krok:

Tab. 6: SloZeni reakéni smési (MasterMixu) pro GAPDH real-time PCR, reakéni

aktivace polymerazy a denaturace cDNA
96 °C / 15 minut

amplifikace — dvoukrokova — 50 cyklu
95 °C/ 15 vtefin - 58 °C/ 15 vtefin

snimani v kanalu JOE pfi 58 °C

objem 25 pl
Koncentrace na Finalni
Reagencie Objem Koncentrace reakci koncentrace
GAPDH - F 1yl 7,5 uM 7,5 pmol 300 nM
GAPDH - R 1yl 7,5 uM 7,5 pmol 300 nM
GAPDH probe 4 ul 1,25 uM 5 pmol 200 nM
dNTPs 0,5 ul 10 mM 5 nmol 200 pM
Taq 0,2 ul 5 U/l 1U 0,04 U/ul
Mg** 3yl 25 mM 75 nmol 3mM
Pufr 2,5 ul 10x 1x 1x
cDNA 1l 0,1ug cDNA/I 100 ng 4 ng/ul
H,O 11,8 ul / / /

Pribéh PCR reakce — cyklovani pro GAPDH:

1. krok:

2. krok:

1.2.4 Material

aktivace polymerazy a denaturace cDNA
96 °C / 15 minut

amplifikace — dvoukrokova — 50 cyklu

95 °C /15 vtefin - 60 °C/ 30 vtefin

snimani v kanalu FAM pfi 60 °C

Specifické primery a TagMan sondy (Generi-Biotech, Hradec Kralove,

CZ), deoxyribonukletotid trifosfaty (Promega, Madison, WI, USA), Thermo-Start
DNA Polymerase, MgCI2, reakéni pufr (ABgene, Epsom, UK), DEPC Treated
Water (Ambion, Austin, TX, USA), 0,1 ml Tubes & Caps (Corbett-Research,
Sydney, AU), epDualfilter T.1.P.S. (Eppendorf, Hamburg, DE)
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1.2.5 Pristroje

PCR box (Biosan), kombinovana chladni¢ka (Gorenje, Valenje, Sl), vortex
(Scientific Industries, Genie, NY, USA), minicentrifuga (Eppendorf, Hamburg,
DE), real-time PCR termocyklér RotorGene (Corbett-Research, Sydney, AU)

1.2.6 Postup

Chemikalie uchovavame pfi -20 °C. Pfed zaCatkem prace rozmrazime na
ledové tfisti 10 mM dNTP’s, primery, prébu, DEPC H20, reakéni pufr a MgCI2.
Po rozpusténi kratce zvortexujeme a sto¢ime. Thermo-Start DNA polymerazu
pridavame pfimo z mrazaku po jemném zvortexovani a kratkém stoceni.

1) PCR provadime ze 100 ng cDNA v reakénim objemu 25 pl.

2) Prfipravime si MasterMix pro LunX (viz Tab. 4), resp. pro c-Met (viz Tab. 5).
Uvedené mnoZstvi v tabulce je pro jeden vzorek, pfipravujeme s rezervou.
Kratce zvortexujeme a stocime.

3) Do vychlazené desticky si pfipravime 0,1 ml zkumavky.

4) Pipetujeme 24 ul MasterMixu, 1 yl cDNA vzorkd, 1 pl DEPC vody jako
negativni kontrolu, 1 pl cDNA pozitivni kontroly a 1 ul specifickych
standarda.

5) Zkumavky vloZzime do karuselu a vyvazime.

6) Pomoci softwaru Rotor-Gene 6 provedeme automatickou kalibraci snimani
fluorescence pfistroje a spustime pfislusny program.

7) Po ukonCeni teplotniho cyklovani provedeme analyzu real-time PCR

reakce.

1.3 Pacienti

Do studie bylo zafazeno 75 pacienti operovanych ve Fakultni nemocnici
Olomouc pro plicni karcinom klinického stadia | - Ill. U vSech pacientd byl
histologicky prokazdn nemalobunéény karcinom plic, Zadny z pacientl
nepodstoupil neoadjuvantni terapii. Klinicka charakteristika pacient je shrnuta

v tabulce ¢&. 7.



Pro stanoveni exprese markerll LUNX a c-met byly pacientiim pfi operaci

odebrany vzorky kostni dfené, systémové krve, krve z plicni zily a tumoru.

VSichni vySetfovani podepsali formulaf informovaného souhlasu.

Tab. 7: Charakteristika pacientu

0 Pohlavi Prm?rigg vek Grading N staging
(muzi/zeny) (min:max) 1 2 3 0 142

e |l 40 28/12 66,7 (51:82) | 4 10 17 40 0
g § I 19 13/6 66,4 (54:77) | 0 6 6 2 17
X5 | 16 12/4 66,7 (53/75) | 0 16
Celkem 75 53/22 66,7 (51:82) | 4 20 31 42 33

1.4 Statistické metody

Statisticka analyza byla provedena ve statistickém softwaru STATISTICA
10. Nejprve byl popsan vzorek pacientl pomoci popisnych statistik a ¢etnostnich
tabulek. Ke znazornéni cut-off hodnot byly pouZzity bodové grafy. Exprese
v tumorech byla zndzornéna pomoci box-plotl a vzajemné porovnana Kruskal-
Wallisovym ANOVA testem. Neparametricka obdoba ANOVA testu byla zvolena,
protoZe se na vzorku pacientd neprokazala normalita. V pfipadé, Ze Kruskal-
Wallis ANOVA test prokazal vyznamné rozdily ve skupinéch, byl ndsledné pouzit
test vicendsobného porovnavani k ziskani presnych rozdild, resp. shod mezi

jednotlivymi skupinami.
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2 Vysledky

2.1 Stanoveni cut-off hodnot pro expresi LunX a

detekovana urcita mira exprese zvolenych markert i u zdravych jedinct nebo
pacientd s nenadorovym onemocnénim. Proto jsme nejprve na zakladé
vySetifeni vzork( krve od 98 zdravych darci a kostni dfené od 12 pacientl
s nenadorovymi a nezanétlivymi onemocnénimi, stanovili cut-off hodnoty pro

jednotlivé markery v daném kompartmentu (cut-off hodnota = primérna exprese

kostni d Feni

Vzhledem k vysoké citlivosti

+ 2 smérodatné odchylky) (Tab. 8; Obr. 6).

real-time RT-PCR metody mulzZe byt

Tab. 8: Cut-off hodnoty pro markery LunX a c-met v krvi a kostni dfeni

Kostni d fen Systémova krev
(pocet kopii/ug RNA) | (pocet kopii/ug RNA)
LUNX Pramér 1,51 172,27
Smérodatna odchylka 14,92 205,38
Cut-off 30,00 550,00
c-met Pramér 2 357,47 5211,82
Smérodatna odchylka 3 203,68 3387,77
Cut-off 8 500,00 11 500,00
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Obr. 6: Grafické znadzornéni stanoveni cut-off hodnot pro (A) LunX a (B) c-met

Stanovené cut-off hodnoty jsou pouZity pro posouzeni pozitivity Ci
negativity pfitomnosti CTCs detekovanych s vyuZzitim markerd LunX a c-met

u pacientu s karcinomem plic.

2.2 Stanoveni specificity LunX a c-met pro karci  nom plic

Dale jsme pro stanoveni specifity zvolenych marker( provedli analyzu
jejich exprese ve vzorcich nddorove tkané nejCastéji se vyskytujicich tumoru.
Celkem jsme vySetfili 124 vzork( tkani rdzného histogenetického pivodu (Tab.
9). Stanovena exprese marker0 LunX a c-met byla normalizovana
k referenénimu genu GAPDH.

Prokdzali jsme, Zze LunX je vysoce specificky exprimovan v nadorech
plicniho puvodu, naopak c-met tuto specificitu postrada. (Obr. 7)
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Tab. 9: Histogeneticky pivod a pocet jednotlivych vzorka tkani:

Typ nadoru (kod diagnézy) Po ¢et vySet fenych vzork G
kolorektalni karcinom (C18-C21) 23
karcinom prsu (C50) 23
tumor mozku (C71) 21
karcinom plic (C34) 23
karcinom ovaria (C56) 20
sarkomy (C43, C49, C81-C83) 5
karcinom pankreatu (C25) 9
A
325 : ;
J aMedian J
25%-75%
320 T T Min-Max
]
' p<0.015
p<0.006 '
! p<0.035
o e p<0.004 —
o
<
o
pe
T 15}
=
1
o
=
X
5 10+
—
}a
2
L
8 57
|
cakolorekta caprsu tumormozku caplic caovana sarkomy ca pankreatu
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Obr. 7: Exprese (A) LunX a (B) c-met vtumorech rlizného histogenetického

puvodu.

2.3 VySetfeni exprese LunX a c-met u souboru pacient U

s karcinomem plic

Nakonec jsme stanovili miru exprese marker( LunX a c-met ve vzorcich
systémoveé krve, krve z plicni Zily a kostni dfené u 75 pacient s karcinomem plic
(Tab. 7). Naméfené hodnoty exprese testovanych markert byly korelovany
s klinicko-patologickymi charakteristikami.

Zaznamenali jsme statisticky vyznamné vySSi expresi markeru LunX

u pacientu v klinickém stadiu 11l oproti pacientiim s nizSim stadiem (Obr. 8).
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Obr. 8: Exprese markeru LunX v periferni krvi v zavislosti na klinickém stadiu

nadoru.

Dale jsme pozorovali statisticky vyznamné vySSi miru exprese c-met v krvi
z plicni Zily u pacientd s postizenim lymfatickych uzlin proti pacientim s

histologicky negativnimi uzlinami (Obr. 9).

50



24000

22000 p=0,03 _
p=0,04 (Kruskal-Wallis)

noo -

oo

o F

oo+

000+

000+

oo -

Pocet kopil c-met/ug RNA v ki z plicni Zily

000 | n

4000 | .
| |

2000 |

) I i
: ' : ® hedian
£ 1 2 0)25%-75%
N staging T Min-hdax

Obr. 9: Exprese markeru c-met v krvi v plicni Zily v zavislosti na postizeni uzlin.

Dle stanovenych cut-off hodnot jsme dale analyzovali pozitivitu markeru
LunX a c-met v jednotlivych kompartmentech u pacientd rozdélenych dle
klinického stadia. Pozorovali jsme vySSi procento pozitivnich vzorkl systémové
krve a krve zplicni zily u pacienttd s pokrocilejSim onemocnénim (klinické
stadium II, resp. Ill) (Tab. 10/a).

Oba markery vykazuji dostate¢nou citlivost pro zachyt CTCs u pacient(
s karcinomem plic. Pfi analyze celkové pozitivity pro jednotlivé markery jsme
zaznamenali vy3Si citlivost markeru LunX. PouZzitim kombinace obou markerd
pfi hodnoceni celkové MRD pozitivity u pacientt s NSCLC jsme pozorovali
vyrazné zvySeni citlivosti a zvySujici se procento MRD pozitivnich pacientl

s rostoucim klinickym stadiem (Tab. 10/b).
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Tab. 10/a: Procentualni zastoupeni MRD pozitivhich vzorkd ve skupinach

pacientl rozdélenych dle klinického stadia.

Pozitivita v krvi Pozitivita v systémové Pozitivita v kostni d Feni
Stadium z plicni zily Krvi
% (pozitivni /celkem) % (pozitivni/celkem) % (pozitivni/celkem)
LunX c-met LunX c-met LunX c-met
| 7.5 % 12,5 % 15,0 % 5,0 % 15,0 % 10,0 %
(3/40) (5/40) (6/40) (2/40) (6/40) (4/40)
I 15,8 % 26,3 % 10,5 % 15,8 % 10,5 % 52 %
(3/19) (5/19) (2/19) (3/19) (2/19) (2/19)
Il 18,8 % 25,0 % 31,3% 25,0 % 18,8 % 0,0 %
(3/16) (4/16) (5/16) (4/16) (3/16) (0/16)
Celkemn 12,0 % 18,7 % 16,0 % 12,0 % 14,7 % 6,7 %
(9/75) (14/75) (12/75) (9/75) (11/75) (5/75)

Tab. 10/b: Procentualni zastoupeni MRD pozitivnich vzork

pacientl rozdélenych dle klinického stadia.

ve skupinach

Celkova pozitivita pro jednotlivé markery %

Celkova pozitivita %

Stadium (pozitivni/celkem) (pozitivni/celkem)
LunX c-met LunX/c-met

I 32,5 % (13/40) 20,0 % (8/40) 37,5 % (15/40)

Il 26,3 % (5/19) 36,8 % (7/19) 57,9 % (11/19)

11 50,0 % (8/16) 31,3 % (5/16) 68,8 % (11/16)

Celkem 34,7 % (26/75) 26,7 % (20/75) 49,3 % (37/75)
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3 Diskuse

Problematika MRD byla podrobné zkoumana zejména u hematologickych
malignit a u karcinomu kolorekta, prsu a pankreatu. Braun et al., 2001, prokazali,
Ze detekce minimalni rezidualni choroby v kostni dfeni pacientek s ¢asnymi
stadii karcinomu prsu maze prispét k zdokonaleni stagingovych klasifikaci a tim
k pfesnéjSimu odhadu prognézy nemocné. Podobné Srovnal et al., 2010, zjistili
u karcinomu pankreatu statisticky vyznamnou zavislost mezi mirou exprese
EGFR v portalni krvi a Kklinickym stadiem, kde pacienti s pokrocilym
onemocnénim maji vySSi expresi EGFR v portalnim fecCisti, nez pacienti
s nizkym klinickym stadiem. Dale prokazali vysokou expresi EGFR v peritonealni
lavazi pacientll s metastatickym onemocnénim, na rozdil od pacientd bez
pFitomnosti metastaz.

Detekce MRD u karcinomu plic je potencialnim prognostickym markerem,
jeji vyznam vSak neni dosud zcela objasnén. Cilem této bakalarské prace bylo
pfispét k poznatkim o mozZnostech detekce MRD a o prognostické hodnoté
pfitomnosti MRD u pacientu s plicnim karcinomem.

Minimalni reziduélni choroba muaze byt detekovana mnoha metodami.
Real-time RT-PCR je jednou z nejcitlivéjSich metod detekce cirkulujicich
nadorovych bunék a vyuziva nadorové specifickych biomarkeru.

VySetfenim exprese LunX a c-met vkrvi a kostni dfeni darca jsme
stanovili cut-off hodnoty udavajici hranici pozitivity a negativity pacienta na
pritomnost MRD. Cut-off hodnoty LunX, resp. c-met jsou v systémovée krvi a
v krvi z plicni Zily 30 kopii LunX/ug RNA, resp. 8 500 kopii c-met/ug RNA a
v kostni dieni 550 kopii Lunx/pg RNA, resp. 11 500 kopii c-met/ug RNA.

Prokazali jsme, Ze marker LunX je vysoce specificky pro detekci CTCs
u karcinomu plic, coz je v souladu s jiz publikovanymi studiemi. (Cheng et al.,
2008; Ilwao et al.,, 2001) Déle jsme prokazali zavislost exprese LunX mRNA
na klinickém stadiu nadoru. U pacientl s klinickym stadiem Ill byla exprese
markeru LunX vyrazné vysSi, nez u niZSich klinickych stadii | a Il. Tyto vysledky
koresponduiji se studii publikovanou Cheng et al., 2008.

Pro c-met jsme prokazali zavislost miry exprese tohoto markeru na stupni

postizeni lymfatickych uzlin. U pacientd s metastatickym postizenim uzlin jsme
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zaznamenali vySSi miru exprese c-met ve srovnani s pacienty s histologicky
negativnimi uzlinami. Pro c-met je uvadéno, Ze samotny neni jako diagnosticky
marker pro NSCLC dostatecné citlivy. Sheu et al., 2006, vSak prokazali, ze
v kombinaci s markery CEA a CK19 se citlivost detekce cirkulujicich nadorovych
bunék v periferni krvi vyrazné zvysila.

Analyza pozitivity markerd LunX a c-met v systémové krvi, v krvi z plicni
zily a v kostni dreni dokazuje dostate¢nou citlivost téchto markertd pro detekci
MRD u karcinomu plic.

Posouzeni pfitomnosti minimalni reziduélni choroby u pacientl s plicnim
karcinomem muze prispét k eliminaci zatéZujiciho chirurgického zakroku
u nemocnych se systémovou molekularni diseminaci, k véasnému podani leécby

a ke zpfesnéni progndézy onemocneéni.



4 Zaver

V predkladané praci jsem se zaméfila na detekci minimalni rezidualni
choroby u pacientd s nemalobunénym karcinomem plic metodou real-time
reverzné-transkriptazové polymerazové fetézové reakce. Cilem studie bylo
navrhnout, optimalizovat a ovéfit vhodnost markerl LunX a c-met pro detekci
MRD u plic.

Prokdzali jsme dostate¢nou citlivost a specifitu real-time RT-PCR
pro detekci MRD u pacientt s karcinomem plic.

V souboru 75 pacientd s plicnim karcinomem jsme poté identifikovali
zavislosti exprese studovanych markerd na stupni pokrocilosti nadorového
onemocnéni.

Stanovili jsme cut-off hodnoty pro markery LunX a c-met v krvi a kostni
dfeni, které jsou vyuzivany k posouzeni pozitivity €i negativity pfitomnosti MRD
pfi vySetfeni vzorkd pacientl s karcinomem plic.

Prokazali jsme vysokou specificitu LunX pro karcinom plic, jevi se tak jako
vhodny kandidat na pozici markeru pro stanoveni pfitomnosti MRD u pacientt
s NSCLC. Jeho mira exprese je zaroven zavisla na klinickém stadiu pacientd.

Marker c-met specifitu pro plicni nadory postrada, je vSak vhodné ho
vyuZzit v kombinaci s jinymi markery. Zaznamenali jsme vySSi miru exprese c-met
v krvi z plicni Zily u pacientl s postizenim lymfatickych uzlin proti pacientim s
histologicky negativnimi uzlinami.

Detekce MRD u karcinomu plic za pouziti real-time RT-PCR s markery
LunX ac-met je dle naSi studie potencialnim prognostickym faktorem.
Prezentované vysledky ovéfime delSim sledovanim vétSiho souboru pacientd,
coz umozni také provést analyzu preziti pacientd. Toto bude pFedmétem

nasledné diplomové prace.
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V1.

Seznam pouzitych zkratek

ALK — kinaza anaplastického lymfomu (Anaplastic Lymphoma Kinase)
AMV - Virus ptaci myeloblastosy (Avian Myeloblastosis Virus)
ANOVA — analysis of variation

BHQ1 — zhaSec¢ (Black Hole Quencher 1)

CD45 - leukocytarni antigen (Cluster of Differentiation 45)

cDNA - komplementarni DNA (Complementary Deoxyribonucleic Acid)
CEA - karcinoembryonalni antigen (Carcinoembryonic Antigen)

CK19 - cytokeratin 19

CT - PocitaCova tomografie (Computed Tomography)

CTCs - cirkulujici nadorové bunky (Circulating Tumour Cells)

DAPI - 4'-6-diamidino-2-phenylindole

DEPC - diethyl pyrokarbonat

DNA - deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic Acid)

dNTPs - deoxynukleotidtrifosfaty

dsDNA - dvouvldknova deoxyribonukleova kyselina (Double Stranded

Deoxyribonucleic Acid)



EGFR - receptor pro epidermalni rustovy faktor (Epidermal Growth Factor
Receptor)

EpCAM - adhezni molekula epitelidlnich bunék (Epithelial Cell Adhesion
Molecule)

FAM - 6-carboxyfluorescein

FISH - Fluorescenéni in situ hybridizace (Fluorescence In Situ Hybridization)

FRET - pfenos energie fluorescencni resonanci (Fluorescence Resonance

Energy Transfer)

Fw primer - levy primer (Forward Primer)

GAPDH - Glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenaza

HB-chip - Herringbone-chip

HEX - Hexachlorofluorescein

HGFR (c-met) - receptor pro rustovy faktor hepatocytd (Hepatocyte Growth

Factor Receptor)

HPLC - Vysokouc¢inna kapalinova chromatografie (High-Performance Liquid

Chromatography)

HRCT - Vypocetni tomografie s vysokou rozliSovaci schopnosti (High Resolution

Computed Tomography)

HRM — vysokorozliSovaci analyza tani (High Resolution Melting)

hTERT - lidska reverzni telomeraza (Human Telomerase Reverse Transcriptase)
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IGF | - insulinu podobny rastovy faktor 1 (Insulin-like Growth Factor 1)

IMRT — Radioterapie s modulovanou intenzitou svazku (Intensity-Modulated

Radiation Therapy)

LunX - plicni specificky X protein (Lung Specific X Protein)

LUXTM - Light Upon Extension

MMLYV - Moloneyho virus mysi leukemie (Moloney Murine Leukemia Virus)

MRD - Minimalni reziduélni choroba (Minimal Residual Disease)

MRNA - Mediatorova ribonukleova kyselina (Messenger Ribonucleic Acid)

NSCLC - Nemalobunécny plicni karcinom (Non-Small Cell Lung Carcinoma)

NSE - Neuron specificka enolasa (Neuron Specific Enolase)

OPC - Purifikacni oligonukleotidova kazeta (Oligonucleotide Purification

Cartridge)

PCR - Polymerazova fetézova reakce (Polymerase Chain Reaction)

PET - Pozitronova emisni tomografie (Positron Emission Tomography)

PET-CT — Pozitronova emisni tomografie — pocitatova tomografie (Positron

Emission Tomography — Computed Tomography)

preproGRP - prepro-gastrin-uvolfujici peptid (Prepro-Gastrin-Releasing Peptide)

PRINS - Primed In Situ Labeling

Rev primer - pravy primer (Reverse primer)
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RFLP - Délkovy polymorfismus restrikénich fragmentt (Restriction Fragment

Length Polymorphism)

RNA - Ribonukleova kyselina (Ribonucleic Acid)

RT-PCR - Reverzné transkriptazova polymerazova fetézova reakce (Reverse

Transcriptase Polymerase Chain Reaction)

SCC (SSCA) - Antigen skvamoznich nédorovych bunék (Squamous Cell

Carcinoma Antigen)

SCLC - Malobuné&c¢ny plicni karcinom (Small Cell Lung Carcinoma)

TGFa - transformuijici rastovy faktor alfa (Transforming Growth Factor Alpha)

Tm - teplota tani (Melting Temperature)

TPA - tkadnovy polypeptidovy antigen (Tissue Polypeptide Antigen)
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