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Abstrakt

Na onkologické onemocnéni poukazuje mnoho viditelnych faktort vznikajicich pii
karcinogenezi, napt. pozménéna exprese gend, zvySeny pocet miRNA atp. Lze ho
tedy diagnostikovat pomoci analyzy exprese genti za pouziti riiznorodych metod,
Z nichz je DNA c¢ipova analyza nejvyznamnéjSim pokrokem genetického vyzkumu.
Pomoci mikro¢ipu Ize detekovat velké mnozstvi nukleotidovych sekvenci na jednom
¢ipu za relativné kratkou dobu. Zavedeni této analyzy do praxe znamena

pro diagnostiku a predikci onemocnéni pozitivni obrat.

Klicova slova: DNA C(Cipy, exprese, gen, karcinom, miRNA, onkologické

onemocnéni

Abstract

Many visible factors produced during carcinogenesis refer to oncological disease,
e.g. modified gene's expression or increased number of miRNA. These factors can be
diagnosed by analyzing of gene's expression. For this diagnostics, there are used
many methods, of whom DNA microarray analysis is the most significant progress
in genetic research. A large number of DNA sequences can be detected DNA with
microarrays on a single microarray in a relatively short time. This analysis means a

positive turnover for the diagnosis and prediction of disease.

Keywords: DNA microarrays, expression, gene, carcinoma, miRNA, oncological

disease
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1. Uvod

Lidsky genom je tvoien 39 816 geny, z nichz strukturnich je 19027 (HGNC, 2016).
Poznani kompletni sekvence lidského genomu umozni identifikovat geny
zodpovédné za lidskd onemocnéni a mélo by v budoucnu vést k uspésné genové

1écbe.

Na zakladé znalosti sekvence celého genomu je mozné zacit neprodlené studovat
expresi jakéhokoliv genu v organismu (Snustad et al., 2009). Genetické zmény
ovliviiyjici expresi genu zpusobuji naddorova onemocnéni. Stile jsou objevovany

a zkoumany nové geny, jejichz mutované formy zapfiCifiuji onkologicka

onemocnéni.

Technologie, piivodné uréena pro méteni urovné transkripce, je nyni pouzivana pro
srovnavani genomu mezi jednotlivei (Trevino et al., 2007). Pro tuto analyzu mohou
slouzit DNA mikroCipy umoziujici rychlé posouzeni transkripéni aktivity buiiky,

a proto se ukazaly uzite¢né pii klasifikaci lidskych nadorta (Miller et al., 2002).

Metodou c¢ipti mizeme nyni analyzovat vétSinu mRNA, proteinl, metaboliti,
interakci mezi proteiny, genomovych mutaci, polymorfizmi, epigenetickych zmén
a microRNA v ramci jednoho experimentu. Za poslednich 15 let se zvysila kvalita
standardizovanych hybridizacnich protokold, technologie skenovani i vypocetnich
metod. Zatim jsou DNA c¢ipové technologie nejrychleji se rozSifujici metodou
genomické analyzy (Trevino et al., 2007). Technologie DNA ¢ipli vyuzivd metody
komparativni genomové hybridizace (CGH), kterd vySetfuje chromozomové aberace,
porovnavanim standardni DNA s DNA vySetfovaného jedince. K vySetfeni se

pouzivaji vzorky DNA izolované z periferni krve (Behesti et al., 2002).



2. Cil

V soucasné¢ medicinské praxi zaujimaji molekularné diagnostické analyzy
nepostradatelnou ulohu. Cil téchto technologii spoc¢iva v detekci mutovanych forem,
analyze diferencidlni genové exprese a v potvrzeni ¢i vyvrdceni diagndzy.
Po potvrzeni diagndzy napomahaji 1ékaiim se sledovanim prabéhu onemocnéni ¢i

uspesnosti 1écby. Jednou z metod diagnostiky mutaci je analyza pomoci DNA ¢ipt.

Tato bakalarskd prace se zaméfuje na obecnou charakteristiku DNA Cipi, historii,
technologii ¢ipli a vyuziti DNA ¢ipi ve vybranych onkologickych onemocnénich.
Hlavni ¢ast je vénovana recentnim poznatkiim vyplyvajicim z analyzy pomoci DNA
¢ipu a shrnuti informaci o nejnovéjSich markerech, které se uplatiiuji pti diagnostice
onemocnéni. V zavéru prace jsou zhodnocena negativa a pozitiva a nastinéna mozna

budouci perspektiva této vysetfovaci metody.



3. Historie mikrocipu

3.1 Vznik mikrocipovych technologii

Vyvoj metod pouzivanych k analyze pomoci DNA ¢ipli zapocal jiz objevenim
struktury DNA. Prvni zminka o dvousroubovici pochazi z roku 1953 od Watsona
a Cricka. Bylo prokazano, ze tato dvé vlakna lze odd¢lit ptisobenim tepla nebo alkalii
(Watson et al, 1953). Opaény proces, nanémz stoji vSechny metody zalozené
na DNA renaturaci a molekularni hybridizaci, popsali Marmur a Doty (Marmur et
al., 1961). Poté bylo zjisténo, ze obé sekvence podilejici se na tvorbé duplexu musi
mit urcity stupenn sekvencni komplementarity a stabilita vytvofeného duplexu zavisi
narozsahu komplementarity. Tyto vlastnosti pomadhaji analyzovat vztah mezi
sekvencemi nukleovych kyselin. Také slouzi jako mechanismy analytickych metod
zalozenych na molekularni hybridizaci a jsou aplikovatelné na feseni celé fady
biologickych otazek. Po roce 1960 objevili Pardue, Gall (Pardue et al., 1969), Jones
a Robertson (Jones et al., 1970) moznost lokace specifickych sekvenci v jadie ¢i
chromozomech provedenim hybridizaéni reakce buiky upevnéné
na mikroskopickém sklicku. Tato metoda je dnes znamd jako fluorescencni in situ
hybridizace (FISH; in situ hybridization). Metoda umoziujici upevnéni chromozomu
a bunééného jadra k mikroskopickému sklicku takovym zptsobem, ktery umoZzni
DNA zucastnit se duplexnich formaci se sondou, se nyni pouziva k upevnéni DNA

spoti na sklicka v jedné mikro¢ipové metodé (Southern, 2001).

Rok 1965 se stal vyznamnym pro analyzu DNA, kdy Gillespie a Spiegelman popsali
metodu méfeni miry interakci mezi RNA a DNA, z niZ byla RNA transkribovéna.
Po rozSifeni této metody vznikl postup spocivajici v DNA imobilizované
na membrané, na niz se mohou vazat komplementarni RNA nebo DNA fetézce

pomoci specifické hybridizace (Singh et al., 2013).

Az od roku 1980 se objevuje ne€kolik publikaci popisujicich pouziti téchto mikrocipi
pii DNA mapovani a sekvenovani (Parinov et al., 1996). O pét let pozdé&ji védci
zacali pracovat na technice, kdy byly znamé molekuly imobilizované na membrané
¢i sklicku a analyzovany material byl oznacen a hybridizovan na povrchu (Murillo
et al., 2008).
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Tato prace vyvrcholila v roce 1991 popisem nukleotidového mikrocipu v publikaci
Fodor et al. (1991), v jehoz znéni je nastinéna konstrukce a pouziti prvniho ¢Cipu,
ktery vyrobili védci v kalifornské biotechnologické spole¢nosti Affymax (pozdé&ji
pfejmenované na Affymetrix) (Fodor et al., 1991).

3.2 Historie terminu mikrod¢ip

Termin ,,mikroCip* popsal ve své publikaci az v roce 1995 Schena et al., piedstavil
zde komplementarni DNA ¢ip (cDNA ¢ip), na néjz byly fragmenty natistény pomoci
robotického tisku. Poté firma Affymetrix zavedla hromadnou vyrobu komeréné
dostupné mikrocipové platformy, ktera se nazyvala GeneChip (Jain, 2013). Zavedli
tak novou techniku syntézy kratkych oligonukleotidi ptimo na povrch skla za pouziti

fotolitografické techniky misto ,,dot blotting* metody (Patil et al., 2015).

Termin mikro (¢ip) se u DNA mikro¢ipu pouziva uz od jeho vzniku, v budoucnu se
pravdépodobné dockdme varianty s ptedponou nano-. Nékteti autofi rozliSuji terminy
array a Cip, podle zptisobu vyroby sondy. V pfipad¢ nanaseni sondy na sklicko ho
pojmenovavaji array, a pfi in Situ syntetizovani je to €ip. Vyrobci se drzi terminu

mikrocip (microarray) (Slaby et al., 2014).

3. 3 Historie uziti mikroc¢ipu v onkogenetice

Zvyseni znalosti o sekvenci DNA rGznych genomt poskytlo v 90. letech 20. stoleti
nové¢ informace potiebné pro mozZnost vyroby Ccipu, ktery by mohl zcela
reprezentovat geny v genomu ¢i vSechny sekvence v genomu nebo velkou cast
odchylek sekvence genomu. Béhem této doby dosSlo k postupnému piechodu
z natisténi relativn€é dlouhé DNA na ¢ip K vytvareni poli pomoci 25-60 bp
oligonukleotidi. Pouziti oligonukletidd zvySilo také specifinost analyzy

(Bumgarner, 2013).
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V prosinci 2002 vydal New England Journal of Medicine jako prvni studii 295
ptipadi screeningu rakoviny prsu pomoci mikroc¢ipa (Vijver et al., 2002). Od tohoto
roku zaznamenalo uziti expresnich mikrocipti pro klasifikaci pacienti s rakovinou

prsu vyrazny pokrok (Bertucci et al., 2002; Verr et al., 2002).

Instituci, ktera vykonala prvni analyzu pomoci mikro€ipl, byl nizozemsky institut
rakoviny (The Netherlands Cancer Institute). Tuto studii vedli Veer et al. (2002),
ktefi pouzili mikroCip se sadou 70 genli, sniz byli schopni predikovat s 89%

piesnosti vznik metastaz.

Tato metoda je ve srovnani s dosud vyuzivanymi prognostickymi ukazateli velmi
ptesnd, a to hlavné v odhadu relapsu onemocnéni, a pokud se onemocnéni potvrdi,
znamena to moznost vyrazné¢j$i individualizace protinadorové 1écby. Z toho vyplyva,
7z¢ by mnoho pacienti nemuselo podstupovat adjuvantni chemoterapii nebo
hormonalni terapii ke sniZeni rizika metastaz, jelikoz 70-80 % pacient uzivajicich
tuto 1écbu by bez ni pfezilo a netrpélo by zbyte¢né doprovodnymi vedlejSimi ucinky

(Slaby et al., 2002).
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4. Technologie DNA cipu

DNA ¢ip lze popsat jako pevny nosi¢, na kterém jsou imibolizované fragmenty
nukleovych kyselin, tzv. sondy se znamymi sekvencemi, uspofadané v mifizce
(Sundberg, 2001). Sondy jsou na nosi¢ naneseny natisténim ¢i nasyntetizovanim ve
formé spott (Druker et al., 2001). Nejvyznamnéjsi vyrobni technologie DNA ¢ipt je
nejjednodussi princip nanaseni jiz hotovych sond na podklad, tzv. spotting.
Jednotlivé sondy jsou nandseny na podlozni sklicko tenkymi jehlami ¢i hroty
(Obr. 1) - (Slaby et al., 2014). Tyto sondy jsou syntetizované podle sekvenci gen,
VnichZ je obsaZena informace, kterd nas zajima (Pavlik, 1999). Sondy mohou
obsahovat sekvence navrzené komplementarné k analyzovanym sekvencim, tj.
genum, MRNA, microRNA (miRNA), DNA lokusim ¢i celému genomu.
Pted vlastni DNA cipovou analyzou se proto mohou vyuZzivat i analyzy typu
Southern blot, Northern blot, hybridizace in situ nebo polymerazova fetézova reakce

(Trevino et al., 2007), tyto reakce probihaji pfed nanesenim na mikrocip.

=>

jamka pro
naneseni vzorku

podlozZni sklicko

h'/

Obr. 1 Proces tisku pevnym hrotem (Barbulovic-Nad et al., 2006).

Hrot nabere vzorek a prenese ho na podlozni sklicko.

Podstatou mikro¢ipové techniky je hybridizace testované nukleové kyseliny
s komplementarnimi sondami lokalizovanymi na ¢&ipu, tzn. sekvence jednofetézcové

DNA k testovani na jeji komplementarni sekvenci (Mattick, 2008).
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Pomoci technologie DNA ¢ipi (DNA microarrays) je mozné monitorovat velké
mnozstvi DNA sekvenci, pifipadn¢ cely lidsky genom vramci jedné analyzy
a ve velmi kratkém case (Mattick, 2008). Technologie mikroCipt nabizi soucasné
studium tisicii genti v jediném experimentu parovanim bazi spolecné s hybridizaci
(Gonzalez et al, 2010). Analyza s takovymto rozpétim genli se nepouziva, jelikoz
vyhodnoceni velkého poctu vysledkt je velmi slozité na zpracovani a vysledky by

mohly byt nepouzitelné.

Technologie DNA Cipil je aplikovana v raznych odvétvich od genetiky a farmacie
po discipliny jako je virologie, mikrobiologie, imunologie a neurobiologie (Li et al.,
2008).

4.1 Rozdéleni mikrocipt

Mikrocipova technologie mize byt vSeobecné rozdélena na DNA ¢ipy a proteinové
mikro¢ipy. DNA ¢ipy lze dale rozdélit na cDNA ¢Cipy a Cipy oligonukleotidové.
Oligonukleotidové mikroCipy jsou obvykle pouzivany na detekci bodovych mutaci

a nabizeji vétsi presnost nez cDNA Cipy (Guo, 2003).

e cDNA ¢ipy jsou vyrabény tisknutim fragmenti dvouvldknové DNA na pevny
nosi¢, kterym mitize byt sklo, silikon ¢i nylon, za pouziti robotické jehlice
(Gray et al., 2000). Zvoleni mikro¢ipového sklicka zavisi na typu nukleové
kyseliny, ktera je zde nanesena, a na pouzité¢ metodé. Vyhodou cDNA ¢&ipt je
jejich nizka cena a flexibilita navrhti ¢ipt. Nevyhoda spociva v nutnosti
vyuzivani DNA knihoven pifi hodnoceni analyzovaného vzorku (Schmidt et
al., 2003).

e Oligonukleotidové ¢ipy jsou syntetizovany in situ pomoci litografie.
Poskytuji vétsi presnost nez cDNA, jelikoz jsou piizplisobeny tak, aby se
minimalizovala pravdépodobnost kiizové hybridizace. Obsahuji velmi kratké
sekvence, pouze cca 60 bazi, tudiz mohou specifikovat pouze jeden cilovy
gen (Ramaswamy et al., 2002, Snustad, 2009). Jeden z komeréné dostupnych
oligonukleotidovych mikroc€ipli je vyvinut firmou Affymetrix a nazyva se

Gene Chips (Naidu et al., 2012).
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Zpocatku byly DNA ¢ipy na nylonové membrané, ale pozdéji se zacalo pouzivat
sklo, které poskytuje skvélou podporu pro pfipojeni nukleotidové sekvence, je méné
citlivé na svétlo, je neporézni a umoznuje pouziti velmi malého mnozstvi vzorku

(Yang, 2000).

Vyuziva se 1 jina technika, ktera spociva v uloZeni oligonukleotidovych sond
Vv kuli¢kach na nosici. Tento typ poli poskytla firma Illumina a pouzivaji se zejména
pro stanoveni genotypu, sekvenovani, detekci ztraty heterozygotnosti a detekci
metylace. V piipadé klinického vyzkumu se nejéastéji vyuzivaji technologie, jejichz

prednim poskytovatelem je firma Affymetrix (Obr. 2) - (Trevino et al., 2007).

Obr. 2 DNA ¢ip firmy Affymetrix (Affymetrix technology, 2012)

I kdyz jsou DNA ¢ipy velmi uzite€né, maji nékterd omezeni. Hladina exprese mnoha
gend podléha znacné posttranskripéni regulaci a mnohé proteiny jsou ovlivnény
posttranslacni modifikaci jako je fosforylace, glykosylace, acetylace ¢i proteolyza.
Resenim tohoto problému je analyza pomoci proteinovych mikrogipti (Kodadek,

2001).

Vyvoji proteinovych mikrocipt predchéazel vyvoj DNA ¢ipt. Podstatou proteinovych
mikroCipll je imobilizace proteinu na substrat pomoci nekovalentnich interakci.
Na tuto vrstvu se Casto nanaSi vrstva néjakého kovu, aby nedochazelo ke ztraté
kompaktnosti a k dehydrataci. Hydrofilni protein se poté na ¢ip vaze pomoci
hydrofilniho povrchu mikrocipu. Proteinové mikrocCipy se Casto vyuzivaji v klinické

biochemii ¢i k mapovani proteomt (Vacek, 2006).

15



Proteinové mikroCipy jsou rozdéleny na tii typy, a to na analytické mikrocipy,

funkéni mikro€ipy a reverzni fdzové mikrocipy (Hall, 2007).

Analytické mikroipy maji bimolekuldrni rozpoznavaci molekuly
imobilizované na heterogenni matrici za pouziti mikrotisku. Mezi nejbéznéjsi
analytické mikroCipy patii protilatkové mikrocipy a hapten mikrocipy (Naidu,
2012). Hapteny jsou nizkomolekularni substance, které mohou vazat
protilatky, ale imunitni odpovéd indikuji pouze, kdyz jsou navazany
na molekulu, ktera zde funguje jako nosi¢ (Panczak et al., 2014).

Funkéni mikrocipy jsou slozené z poli, které obsahuji celou délku funkénich
proteinti nebo proteinovych domén (Naidu, 2012).

Reverzni fazové mikrocipy (RPA) zahrnuji imobilizaci veSkerych proteint
pritomnych v individudlni tkani ¢i populaci bun¢k na jedné sond¢ (Gyorgy et

al., 2010).
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5. Postup mikrocipové analyzy

Mikroc€ip obsahuje nukleotidové sekvence specifické pro urcity gen ve specifickém
potfadi neboli v matricich (arrays), jez obsahuji fragment dvoufetézcové DNA.
Matrice na sebe navazuji v prubéhu hybridizace radioaktivné ¢i fluorescencné
oznacené cDNA. Mnozstvi navdzané¢ho materidlu se da zméfit pomoci

charakteristického obrazu, ktery v tu chvili vznika (Slaby et al., 2014).

V pribéhu hybridizace se navaze zkoumany vzorek na specifickou sondu, ktera je
lokalizovana na urcitém misté, ¢imz vznikne charakteristicky obraz. Tento obraz je
zachycen laserovym skenerem, ktery dokéze zméfit mnoZzstvi radioaktivity nebo
fluorescence. Mnozstvi se nasledné¢ analyzuje pomoci pocitatového programu
na zékladé¢ porovnani se signdlem vytvafenym zndmymi kontrolnimi sondami

(Pavlik, 1999; Snustad et al., 2009).

5.1 Jednotlivé faze analyzy

Analyza zacina izolaci RNA (1), poté nésleduje prepsani RNA za vzniku cDNA (2),
znaceni (3), hybridizace (4) a analyza obrazu (5) (Obr. 3).

1 b RNA isolation ® Contred > Experimental

® Dxpenmeotal > Control

Contred = Experimental

Coatrol cells Experimental cells

2. cDNA (probe)

generation e
5. Imaging

NN NN
2 o ™ NN
u
" il Each spst = one gene

©

3. Labeling of probe

\Q_,/ \ NN\ H
‘\7"\ NN

Hybridization onto microarray gy 4. Hybridization

Obr. 3 Jednotlivé faze analyzy na DNA Cipu (Perez, et al., 2015)
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5.1.1 1Izolace, znaceni, hybridizace

Jako prvni krok se provadi izolace mRNA. Pro tuto izolaci se pouzivaji tradi¢ni
metody ¢asto S pouzitim uréenych kit (sad). Ve druhém kroku je mRNA piepsana
pomoci enzymu reverzni transkriptaza za vzniku cDNA (Babu et al., 2004).

Tretim krokem je znaceni. Provadi se fluorescencné znacenymi nukleotidy.
Nejbéznéji pouzivana barviva u DNA ¢ipt jsou indokarbocyanin Cy3 (zelena barva)
a indodikarbocyanin Cy5 (Cervena barva). VétSina analyz vyuziva Cervené znaéeni
kontrolniho vzorku a naopak vySetiovany vzorek je znacen zelené (Trevino et al.,

2007).

Jako c¢tvrty krok nasleduje hybridizace piedstavujici rozpojeni (denaturaci)
vodikovych vazeb a opétovné spojeni (renaturace). Denaturace probihd pii vysokych
teplotach nebo velmi alkalickém pH. Teploty hybridizace pro cDNA ¢&ipy jsou
vV rozmezi od 42 °C do 45 °C a pro oligonukleotidové mikroc¢ipy 42 °C az 50 °C
(Trevino et al., 2007). V této fazi se sparuji komplementarni ¢asti cDNA vzorku a
sond. Vysledkem je hybridizace ozna¢enych cDNA s pfislusnym komplementarnim
vlaknem DNA (Wiltgen et al., 2011).

5.1.2 Analyza obrazu

Po hybridizaci je ¢ip vymyt solnymi tlumici s klesajici koncentraci a vysusi se. Poté
je precten pomoci skeneru, jehoz soucasti je fluorescenéni mikroskop propojeny
s laserem a digitalni fotoaparat zaznamenavajici fluorescencni excitace. MnoZstvi
preneseného signalu je pfimo imérné mnozstvi barviva na kazdém slotu mikro¢ipu.
Fluorescenéné znacené molekuly hybridizované k sondam emituji pomoci laseru
fotony. Emisni vlnova délka se liSi pro kazdé barvivo, ¢imZ mohou byt emitované
fotony selektivné filtrovany (Murillo et al., 2008). Skener zachyti obraz pro kazdy
kanal (fluorescenéni barvivo) individualn¢ a oba obrazy jsou pozdéji v procesu
analyzy obrazu slouceny dohromady (Obr. 4). Vystupni barva (Cervena, zelena,
zlutd) je vytvorena specializovanym softwarem pouze pro ucely vizualizace.
Relativni intenzity genové exprese jsou ziskany pomérem Cy5/Cy3 (Wiltgen et al.,
2011).
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Obr. 4 Analyza obrazu (University of California, 2011)

Cervena barva znamena v tomto misté vy$$i expresi genti kontrolniho vzorku. Zelena
barva naznacuje mensi aktivitu testovaciho vzorku nez ve vzorku kontrolnim a zluta
barva neptedstavuje zadné zmény, tzn., Ze vtomto bodé jsou geny testovaciho
a kontrolniho vzorku regulovany stejnym zpusobem (Wiltgen et al., 2011).
Analyza dat je nezbytnou soucasti mikroCipové studie, jeji prezicnost vede
ke spravné interpretaci vysledku experimentu a k odvozeni smysluplnych zavéru. Pti
analyze dat se spojuji bioinformatické metody a techniky, vyuzivajici znalosti
z biologie, statistiky a matematiky. Nevyuziva se pouze jednoduchy pocitacovy

software, ale nalezité ovéfené algoritmy (Rueda, 2014).

Dalsim krokem je analyza obrazu ¢ili urCeni a identifikace jednotlivych spotl
na mikroc¢ipu. V zavislosti na pouzitém programu muze vyzadovat urcity stupei
lidského zasahu. Ve specializovaném programu jsou pfedem nainstalované
konstrukce mikroCipu, které umozni vzit v vahu pocet, umisténi, tvar a rozmér
kazdého spotu (Trevino et al., 2007). Cilem zpracovani obrazu je najit pozici spoti
a poté konkrétni pixely. Tento postup zahrnuje n€kolik procest vedoucich k oddéleni
smysluplné intenzity kazdého spotu od nezpracovaného obrazu (Rueda, 2014). Mezi
zakladni etapy analyzy obrazu patfi: rastrovani, segmentace spoti a extrakce
intenzity (Jatti et al., 2013).
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e Rastrovani je proces piifazeni soufadnic ke kazdému jednotlivému mistu.
Kazdy spot je nutné fesit individudlné. Existuji dva zpiisoby rastrovani, a to
manualni a automatické (Jatti et al., 2013). Cast&ji se vyuziva automatické
rastrovani, kdy se nejprve pomoci celkového obrazu zjisti dil¢i mfizky a poté
se zjisStuje umisténi spoti v kazdé dil¢i miizce. Tento postup slouzi ke
korekci potencionalniho nesouladu a zvySuje pfesnost této metody (Rueda,
2011).

e Segmentace odliSuje intenzitu spotti od pozadi. Pozadi musi byt odecteno ¢i
jinak vygenerovano z primdrniho signalu. Korekce pozadi se vyuziva
k odstranéni nespecifického signalu vznikajiciho z nespecifické hybridizace
na skli¢ku ¢i jinych materiald na nosici (Jatti et al., 2013).

e Extrakce intenzity vyjadfuje intenzitu fluorescen¢niho zafeni ve spotu
i na pozadi. Intenzita kazdého bodu je imérna hybridizaci na konkrétnim
umisténi. Intenzitu Ize vyjadiit jako median hodnot intenzit pixelt ve spotu

(Karim et al., 2011).

5.2 Statisticka analyza

Mikro€ipy mohou sou€asné kvantifikovat nc€kolik set az tisic genti dohromady.
Potteba statistického vyhodnoceni vysledk spociva v ovlivnéni piesnosti méteni
napt. pfi piipravé RNA a pfi uziti ur¢ité techniky mikro¢ipové analyzy (Knudsen et
al., 2011).

Mikro€ipové datové soubory jsou bézné velice rozsahlé a analyticka presnost je
ovlivnéna celou fadou proménnych. Proto je uzitecné redukovat datové sady na ty
geny, které jsou nejlépe odliSitelné mezi dvéma piipady nebo kategoriemi (napf.
zdravi vs. nemocni). Takova analyza produkuje seznam odlisné¢ exprimovanych
gent. Odlisné exprimované geny jsou geny, jejichZ primérna exprese se znacné 1isi

mezi dvéma skupinami experimentd (Selvaraj et al., 2011).

Ptevod udaji uvedenych v datovém souboru mikroCipti do smysluplné biologickeé

informace zahrnuje nékolik krokd, vcetné normalizace, predikce odliSné
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exprimovanych genli s pomoci vyuziti srovnavacich statistik, identifikace a rozdéleni

expresnich vzora na zéklad€ up a down regulace, rozsah a shlukovani gent.

Pfesnd analyza obsahuje kontrolu kvality, normalizaci, statistick¢é analyzy,

shlukovani a klasifikaci (Naidu et al., 2012).

5.2.1 Normalizace dat

Pted porovnanim hodnot genové exprese mezi Cipy se musi ¢ipy normalizovat, je zde
totiz velmi pravdépodobnd nerovnovéha mezi vzorky RNA. Tato nerovnovaha nema
nic spole¢ného s biologickou podstatou vzorki, ale vyskytuji se zde rizné technické
problémy, napf. rozdily v absorpci barviv (Simon, 2003). Proto po analyze nasleduje
normalizace napravujici systematické chyby vzniklé odlisSnym znacenim, hybridizaci

a skenovacimi postupy (Obr. 5) - (Trevino et al., 2007).

Normalizace je pojem, pouzivany k popisu procesu eliminace takovychto odliSnosti
K umoznéni pfiméfeného porovnani dat ziskanych ze dvou vzorki, tzn. nastaveni
hodnoty genové exprese tak, ze geny, které jsou rozdiln¢ exprimovany, maji podobné

hodnoty na ¢ipu (Babu, 2004).

Prvnim krokem normalizace je vybér sady genil, u kterych by se Uroven exprese
ve zkoumanych podminkach neméla zménit. Z této sady je vypocitan normalizacni
faktor, tj. faktor, ktery bere v ivahu variabilitu v této sad¢é. Poté je aplikovan

na ostatni geny v mikro¢ipovém experimentu (Babu, 2004).

Normalizaci Ize rozdélit podle mista vykonavani na normalizaci v ramci jednoho

¢ipu a normalizaci mezi Cipy.

Normalizace v ramci jednoho <¢ipu (within array level) znamena vyrovnani
technické variability uvnitf ¢ipu. Normalizaci lze rozdélit na normalizaci
prostorovych odchylek, které jsou zplsobovany nestejnomérnou hybridizaci,
normalizaci pozadi pomoci odstranéni fluorescence mezi spoty a normalizaci

odchylek barviva (Yang et al., 2002).
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Obr. 5 Rozdil datovych bodu: A) pied normalizaci, B) po normalizaci (Speed, 2004)

Hodnoty genové exprese ze vzorkl Setfenych (T) a kontrolnich (C) jsou obvykle
zobrazeny vynesenim intenzit log, nebo logo proti sobé (napiiklad log, T vs. log, C).
Tyto grafy mohou odhalit pouze linearni zavislosti mezi obéma skupinami intenzity,
tudiz mohou byt maskovany dulezité vlastnosti dat (Speed, 2004). K odhalené

nelinearni zavislosti je mnohem lep$i zobrazeni na grafu, kde M = log,(T/C)

a A = logy/ (TxC) , ktery predstavuje otoceni piedchoziho grafu a zménu rozsahu os
(Yang et al., 2002).

Normalizace mezi ¢ipy (between array level) se pouziva, pokud bylo k analyze
pouzito dva a vice Cipl. I pfesto, ze se skenuji vSechny Cipy stejnym skenerem,
kazdy ¢ip ma upravené technické vlastnosti, tudiZ neni intenzita signalu mezi Cipy
stejna. Ucel normalizace je minimalizace systematickych zmén méfenych hladin

exprese a sjednoceni hodnot jednotlivych ¢ipt z experimentu (Yang et al., 2002).

Normalizace mezi ¢ipy se provadi metodou globalni normalizace, metodou

Skalovani, Loess metodou a kvantilovou normalizaci.

Pii globalni normalizaci jsou ¢ervena a zelena barviva spojena pomoci konstantniho
faktoru k podle vzorce R=kG, kde R ptedstavuje ¢ervenou barvu a G barvu zelenou.
Hodnoty se upravuji pomoci priméru, aby mély stejné intenzity (Yang et al., 2003).
Skalovani znamend sjednoceni variability jednotlivych mikrogipti. Poméry

logaritmt sleduji primér a odchylku (Yang et al., 2002).
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Loess metoda je pouzivana na odhadnuti lokalnich trendd pomoci metody
posuvného okna. Odhadnuta kiivka je vysledkem lokdlnich odhadii, kterd je pak
odeCtena od pavodnich hodnot, tim vznikaji normalizované hodnoty. Kazdda M
hodnota je normalizovana odec¢tenim odpovidajici hlavni hodnoty ze skupiny loess
ktivky. Tato normalizace opravuje prostorové variability M hodnoty. N=M-loess;(A),
kde N je zbyla ¢ast z loess regrese a loess; (A) je loess kiivka jako funkce A pro i-tou
hlavni skupinu loess kiivky (Smyth et al.,, 2003). Kvantilova normalizace se
nejcastéji pouziva pii normalizaci udaji z Affimetrix mikro¢ipti. Cilem této
normalizace je, aby m¢l kazdy kanal stejny pocet kvantilti. Xq (qje meziOal)aqje
kvantil souboru dat, pokud je podil datovych bodl X; mensi nebo rovnajici se (
a frakce z datovych bodt Xq je vyssi nebo rovnajici se 1-q (Smyth et al., 2003; Yang,
2003).

5.2.2 Testovaci statistika

Z normalizovanych dat Ize n¢kolika jednorozmérnymi statistickymi metodami urcit
expresi nebo relativni expresi genu. Mezi tyto metody muzeme zahrnout t-test
(Troyanskaya, 2002), modifikovany t-test znamy jako SAM (Significance Analysis

of Microarrays, signifikance analyz mikroc¢ipt) - (Tusher et al., 2001), dvouvzorkovy

s mnoho tfidami se pouziva analyza rozptylu (ANOVA). Byla vyvinuta k identifikaci
zmén v expresi pomoci vySe uvedenych statistickych metod riznych softwarovych

souboru (Selvaraj et al., 2011).

Jako nejobvyklejsi metoda pro identifikaci rozdilné exprimovanych gend se pouziva
t-test. Tento gen-specificky t-test neni ovlivnén heterogenitou rozptylu vSech genii,
jelikoz pouziva pouze informace z jednoho genu. Muze mit v§ak maly vykon, jelikoz
mnozstvi RNA vzorku zkoumané pro kazdy predpoklad je maly a kromé toho jsou
odhadované odchylky z kazdého genu nestabilni, tzn., ze t-test nemusi vykazovat
spravné hodnoty (Baldi et al., 2001). Dalsi velmi rozsitena testovaci statistika je jen
zménénou verzi t-testu a nazyva se Stest (SAM). Kromé vlastnich dat vyuziva
informace o vzorcich. Lisi se pfiddnim kladné konstanty do gen-specifického t-testu.
Stouto upravou nejsou geny s malymi zménami vybrané za vyznamné, ¢imZ se

odstranuje problém samotného t-testu (Ciu et al., 2005).
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Pro analyzu dat z mikro¢ipového experimentu, K porovnani exprese Setfeného vzorku
a vzorku kontrolniho bez normalizace expresnich hodnot, 1ze vyuzit metodu analyzy
rozptylu, kde se jedna o zjistovani praméru dvou hodnot pomoci neparového t-testu
(Pavlik et al., 2006). Podstata této analyzy spociva vtom, ze je celkovy rozptyl
rozlozen na dil¢i rozptyly, které ndlezi ur¢itym vliviim, podle nichz jsou roztfidény

jednotlivé vychozi udaje (Pavelka et al., 2000).

5.2.3 Shlukovani

Metoda shlukovani je pouzivéna Vv analyze datovych matic genové exprese. Pouziva
se pro nalezeni soucasné regulovanych a funk¢éné pfibuznych skupin. Podobna data
se zobrazuji blizko sebe, tzn., ze tvoii shluky. Mezi dulezité parametry patii stied
shluku (t€zisté) a rozptyl bodt okolo né&j. EXistuji tfi typy béznych shlukovacich
metod tj. hierarchické shlukovani, metoda k-priméri a samoorganizujici mapy

(Eisen et al. 1998).

e Hierarchické shlukovani je tzv. nekontrolovana (un-supervised technika),
kterd vytvaii shluky genl s podobnymi vzory exprese. Je to metoda, jejimz
cilem je vytvofeni hierarchie klastrti. Dendrogram zobrazujici tuto hierarchii
piipomina vétveni stromu (Selvaraj et al., 2011).

e Metoda k-priméri se vyuziva vpfipadé obsahu kvantitativnich
proménnych v datovém souboru. Metoda vyuziva rozdéleni vzorkti do skupin
a vytézuje data pomoci algoritmu pouzitého ke shlukovani do souvisejicich
skupin bez predchozi znalosti z téchto vztahti (Rezankova et al., 2009).

e Samoorganizujici mapa je neuronova sit' zaloZend na nehierarchickém
shlukovéni. Tyto mapy pracuji podobnym zpiisobem jako metoda k-primért

(Tamayo et al., 1999).
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5.3 Meta-analyza

Hledani genomickych zmén odhalilo obrovskou heterogenitu nejen v ramci jednoho

histologicky definovaného typu rakoviny, ale i v ramci celého individualniho nadoru.

K identifikaci gen potencidlné¢ dulezitych pro rakovinu, maji védci srovnani
s celosvétovymi profily genové exprese rakovinné tkdné¢ a odpovidajici normalni
tkan€. Tyto analyzy obvykle generuji stovky genli, rozdilné exprimovanych
v nadorovych onemocnénich vzhledem Kk normalni tkani, tudiz je obtizné rozlisit
geny, které hraji kritickou roli v nadorovém fenotypu nebo které jsou falesné

exprimovany (Rhodes et al., 2004).

Rhodes et al. (2004) vyvinuli meta-analytické nastroje, srovnavaci meta-analyzu, coz
je statistickd metoda k charakterizaci spoleéného transkripéniho profilu, ktery je
aktivovan u vétSiny typt rakoviny vzhledem k normalni tkani, ze které vznika

a pravdépodobné odrazi zdkladni transkripéni vlastnosti nadorovych transformaci.

Meta-analyza je vlastné soubor klasickych statistickych metod, které kombinuji
vysledky z nékolika nezavislych, ale souvisejicich studii (Malinowski, 2007). Slouzi
ke kombinovani vysledkti mnoha riznorodych procest, které maji spole¢né znaky.
Metoda meta-analyzy kombinuje primarni statistiku, napt. P hodnotu, coz je
pravdépodobnost, Ze pozorovana hladina diferencialni exprese mohla nastat ndhodou
(Walsch et al., 2015).S rostoucim poétem vetejné dostupnych datovych soubort 1ze
navrhnout meta-analyzu vice soubort dat, které fesi podobné hypotézy a statisticky
zhodnocuji vSechny pozitivni vysledky soucasné. Tato analyza by mohla pfinést sady
vyznamnych, odlisn¢ exprimovanych gent jednotlivych studii (Ramasamy, 2008).
Jednou z hlavnich pfi¢in umrti na rakovinu je proces metastazovani. Stanoveni
mechanismu iniciace a rustu metastdz by mélo zlepsit 1écbu. Rakovinné builky maji
vyvinuto mnoho mechanismi k odpojeni od primarniho tumoru, migraci a kolonizaci
vzdalenych organt (Pierre et al., 2010). Meta-analyza mutze spojovat dva rizné, ale
biologicky souvisejici procesy, jako je napf. metastaza a hypoxie (Pierre et al., 2010).
Diky této metod¢ existuji dikazy pro familiarni sdruzeni akutni myeloidni leukémie
a kolorektalni rakoviny. Muzi s rodinnou anamnézou karcinomu prsu maji také

zvysené riziko rakoviny prostaty (Rhodes et al., 2004).
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6. Vznik nadorového onemocnéni

6.1 Vznik nadorové bunky

Na rozvoji rakoviny se podili jak dédi¢né ziskané predispozice, tak ndhodné mutace
V jednotlivych bunikach. Podobné jako vSechny bunky, které tvoii lidské télo, je
rakovinna bunika piimy potomek mitotického déleni bunék, a proto nese kopii svého
diploidniho genomu (Stratton et al., 2009). Pfeména normalni bunky na nadorovou je
vétSinou zpusobena postupnym hromadénim genetickych zmén, viceCetnymi
mutacemi gent, ke kterym dochazi v prubéhu starnuti bunék (ptisobenim fyzikalnich,
chemickych ¢i biologickych mutagenti), a to zpravidla souc¢asné v n¢kolika stupnich
(Obr. 6). Mutace vedou ke zménam v genech, které jsou dilezité pro opravu DNA,
regulaci bunééného cyklu a spusténi bunééné smrti (Svobodova et al., 2012). K témto
zménam dochazi bézné v kazdé bunce, avSak ne kazda takova zména musi zakonité
vést k maligni transformaci. Pokud ale reparacni procesy (bunééné ¢i na drovni
organismu) nejsou schopny eliminovat vznik nadorové bunky, rozbiha se kaskada
neregulovatelného ristu a déleni nadorovych bunék, v nichz byva mj. potlacen

proces apoptozy (Kral et al., 2010).

Mnohostupriovy proces karcinogeneze

[ Iniciace ] [ Promoce ]

Mutageny

i Negenotoxické Genotoxické
— Radiace karcinogény + negenotoxické
Virusy... faktory
Genotoxicita :
() CSS&
QISP @T®
COS, CaOD,
S O
Normalni 5 In na — Prer ke —> —_— Invaze
burika a n Metastazy
]
Aktivace proto-onkogenti

Inaktivace nadorové supresor. gendl
Inaktivace antimetastat. gend

Obr. 6 Mnohastupnovy proces karcinogeneze (Hofmanova, 2013)

Faze iniciace je zakladem celého procesu karcinogeneze, pri niz dochadzi ke zménam
genetického materialu bunky. Po piisobeni tzv. nadorové promocnich podnétii ¢i po
smrti bunék dochazi v promocni fazi k ristu preneoplastickych nebo neoplastickych
bunek. Faze progrese je charakterizovana akumulaci mutaci, vzristajici rychlosti
proliferace, invazitou a vznikem metastdz.
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Mutace mohou zplsobit nestabilitu a buiika ztraci svilj pfesny tvar, nereaguje na
inhibi¢ni signaly a zac¢ne se nekontrolované dé¢lit a postupné se zméni na buiku

nadorovou (Kocarek, 2008).

Vznik nadoru vyvold poruchy regulace na urovni buiiky a je podminén nékolika
kroky, které zacCinaji zménami DNA zplsobenymi genotoxickymi kancerogeny.
Kancerogeny jsou mutagenni faktory, které svym t¢inkem zpisobuji ¢i napomahaji

vzniku nadorového onemocnéni (Snustad et al., 2009).
Mutace zptisobujici nadorova onemocnéni Ize rozdélit (Skiickova et al., 2003):

e Malé mutace v sekvenci nukleotidli (véetné bodovych mutaci), které mohou
byt disledkem neopraveného poskozeni DNA, naptiklad gent poSkozenych
bodovymi mutacemi K-ras a p53

e Amplifikace genil, pfedstavujici aberantni vytvofeni vice kopii téhoz genu.
Typickym ptikladem genu pfispivajiciho k procesu kancerogenenze je
N-myc.

e Zmény v poltu chromozomi (aneuploidie) - pf. ztrata chromozomu 10
u glioblastomu zpisobujicich inaktivaci nadorového supresoru PTEN,

e Chromozomalni translokace.

6.2 Puvodci nadorovych bunék

Proces zmény buniky na nadorovou se nazyva maligni transformace. Akumulaci
mutaci ve specifickych genech vznikd maligni transformace bunky. Tyto geny
mohou poslouzit v diagnostice rakoviny, jelikoZ hraji hlavni Glohu v procesu tvorby
nadoru (Kocarek, 2008).

Specifické geny zahrnuji:

e Protoonkogeny, které stimuluji buné¢né déleni a tidi diferenciaci buné€k. Jsou
odpovédné za prenos signalii mezi buiikami. Mutaci se méni a mohou se stat
karcinogennimi onkogeny, které se podileji na vzniku nadorovych bunék.

e Supresorové geny, které pusobi jako inhibitor, tj. potlacuji vznik nadorového
onemocnéni. Hlavni funkce je regulace bunééného cyklu. Mutace v téchto

genech zamezi plnéni jejich funkce (Kocarek, 2008).
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Aby se mutace nadorového supresoru uplatnila v karcinogenezi, musi
prob¢hnout inaktivace obou alel daného genu. Po mutaci prvni alely
anavozeni heterozygotniho stavu musi probéhnout mutace nebo ztrata
i druhé alely, tzv. ztrata heterozygotnosti (loss of heterozygosity, LOH)
(Sktickova et al., 2003).

Buriky se zménénym karyotypem i genotypem vytvareji nador, nemaji kontrolu ristu
bunck, tudiz nepiestavaji rust ani pii kontaktu se sousednimi bunkami a pozdéji se
krevnim fecistém §ifi po celém organismu a mohou pak v riiznych orgénech vytvaret

metastazy (Eckschlager et al., 2002).

Nador mtze byt povahy nezhoubné (benigni) ¢i zhoubné (maligni) (Komirkova,
2014). Benigni nadory rostou relativné pomalu a zachovavaji si charakter tkang,
ze které vznikly. Rust malignich nadort je invazni, uvolnéné nadorové burnky se
dostavaji krevnim fecistém do jinych organl. Vznikajici utvar poskozuje okolni
zdravé tkdn¢ a mulze zaCit metastdzovat, tj. tvofit v téle sekundarni nadory

ve vzdalenych organech (Snustad et al., 2009).

6.3 Bunéény cyklus a apoptoza

V nékterych ptipadech mohou vzniknout pfi replikaci DNA ndhodné zmény, mutace,
které¢ naruSuji bunéény cyklus. Ve zdravé bunice je rovnovéha stimulac¢nich
a inhibi¢nich signalt peclivé regulovana, pii mutaci se signalni drdhy meéni, coz
narusuje bunéény cyklus (Kocarek, 2004). Bunécny cyklus tvoii faze rlstu, syntézy
DNA a déleni. Tento cyklus je regulovan kontrolnim bodem, ktery zastavuje dalsi
postup, pokud neni dokoncena urcitd faze, ¢i neni opravena poSkozend DNA.
Nédorové buiky maji tyto kontrolni body deregulované, a proto se mohou déle

mnozit i s poSkozenou DNA (Snustad, 2009).

T¢lo produkuje fadu rtiznych typi bun¢k. Normdalni zdravé buniky rostou a dé€li se na
nové podle potfeby organismu. Maji omezenou délku Zivota, po urCité dobé nastava
bunétna smrt, tzv. apoptdza. Apoptdza je navozena aktivaci exprese specifickych
gend a miZe nastat napiiklad v ptipad¢ poskozeni bunky. Tim se bunika rozpada na

apoptické vacky a je rozStépena endonukledzami (Rosypal, 2003).
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Apoptdzu mimo jiné fidi i protein p53, ktery se zahrnuje do skupiny nadorovych
supresorti a reguluje expresi gent, jez kontroluji rust bunky a zastavuji bunécny
cyklus (Allton et al., 2013). Nadorovy supresorovy protein p53 je kodovan
nadorovym supresorovym genem TP53 (tumor protein p53, antigen NY-CO-13, P53,
P53 tumor suppressor, P53_HUMAN, TRP53, phosphoprotein p53) - (TP53, 2015).

Hlavni roli proteinu p53 je bunéna odpovéd’ na stres.

V normadlnich butikach je hladina p53 nizk4, ale v buikéach s poskozenou DNA
hladina proteinu narusta. Jako odpovéd’ na poskozeni DNA je p53 fosforylovan
apreménén na aktivni formu, ¢imz zacne stimulovat transkripci gent, jejichz
produkty zastavuji bunéény cyklus (Obr. 7). V piipadé mutace proteinu p53 se
bunéény cyklus nezastavi, tim padem nelze opravit poskozenou DNA. Ztoho
vyplyva, Ze ztrata funkce proteinu p53 je kli¢ovym krokem karcinogeneze (Snustad
et al., 2009).

normalni p53 mutace p353

prava DNA oprava DNA
bnormality bunééného cyklu abnormality bunécného cykl
ypoxie hypoxie

53
o !

zastaveni bun. » APOPTOZA bunéény cyklus pokracuje
cyklu

v
oprava IiNA l

Iobnou bun. cvklu bunky se mohou stit karcinogenni

Obr.7 Dusledek mutace p53 (Boundless, 2003)
Pri vyskytu poSkozené burnky supresorovy gen p53 zastavi bunécny cyklus
do doby, nez je burka opravena. V pripade, Ze buiku nelze opravit,
nastava apoptoza. Vdisledku mutace supresorového genu k zastaveni

buneécného cyklu nedochazi, a tim se poskozené buitky mohou dal délit.
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6.4 Epigenetické zmény

Epigenetické zmény postihuji DNA nebo chromatin. Ovliviluji expresi geni.
Jestlize tyto zmény postihuji geny zapojené v procesu rustu bunék a v regulaci
bunécného cyklu, mohou se také podilet na procesu nadorové transformace.
Epigenetické zmény zahrnuji (Svobodova et al., 2012):
e Metylaci DNA, pii které¢ se metylovd skupina navaze na vybrané
nukleotidové baze.
e Remodelaci chromatinu, kterd spoc¢iva v chemické modifikaci histonovych
proteint.

e Interferenci RNA, jez reguluje miRNA, a tim blokuje tvorbu proteini.
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7. Onkologicka onemocnéni v CR

Zhoubné novotvary jsou v Ceské republice evidovany od konce 50. let. V roce 1976
byl zalozen Narodni onkologicky registr (NOR), ktery eviduje vSechna hlasena
onemocnéni a jejich prabéh. HlaSeni a registrace novotvarti je zde povinna. NOR
spravuje Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky (UZIS). NOR
je hlavnim zdrojem dat o epidemiologii zhoubnych nadori a pfedstavuje
plnohodnotny  monitoring epidemiologie nadorovych onemocnéni vcetné
prediktivniho hodnoceni. Spolupracuje s Ceskym statistickym tfadem. Vefejnosti
jsou zpracovana data piistupna na portalu www.svod.cz. Data se zpracovavaji jednou

za 5 let zpétng (UZIS, 2015).

V Ceské republice jsou nadorova onemocnéni druhou nejéastéjsi piic¢inou amrtnosti.
Roc¢né na n€ umira vice nez 27 000 osob. Tyto informace poskytuje Statni zdravotni
tstav (SZU). UZIS ve spolupraci s NOR vydal v roce 2014 publikaci shrnujici rok
2011, podle niz bylo v roce 2011 evidovano 83 581 ptipadti zhoubnych novotvaru
(ZN) a novotvaru in situ (Zvolsky, 2014). Za obdobi let od roku 1977 az po rok 2007

je v databazi vice nez 1,6 milionu zaznami vSech novotvart (Dusek et al., 2012).

Incidence zhoubnych novotvart v dlouhodobém pohledu roste (Graf 1). U nékterych
diagndz, jako je ZN plic u muza ¢i ZN kolorekta, vykazuji incidence trend stagnace
¢1 mirného poklesu, na druhé stran€ ZN prsu u Zen a ZN prostaty u muzi toto tvrzeni

vyvazuje svym narastem (UZIS, 2015).

Ze struéného piehledu dat NOR CR zroku 2013 vydaného 18.2.2016 lze vyéist
doposud nejnovejsi zpracovana data o nadorovych onemocnénich. V roce 2013 bylo
v Ceské republice diagnostikovano 81 541 pacientil se zhoubnym nadorem. Celkem
kdatu 31.12.2013 zilo v CR 518 667 osob se zhoubnym novotvarem nebo

s minulosti tohoto onemocnéni. Dalsi data jesté zpracovana nejsou (Dusek, 2015).
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Graf 1 Vyvoj incidence ZN u muzt a Zen (1987-2011) v CR (UZIS, 2015)
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Ceska republika se v roce 2013 zafadila se svym vyskytem zhoubnych nadort na 8.
misto v evropském méfitku incidenci. Tato pozice je velmi alarmujici, jelikoz se
vyskyt zhoubnych nadord v CR stavi pred sousedni (Némecko, Slovensko,

Rakousko, Polsko) a dal$i evropské zemé (Obr. 8).
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Obr. 8 Vyskyt zhoubnych nadort v evropském méfitku (Ferlay et al., 2013)
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Ucelena publikace pochazi z roku 2014, ve které se uvadi, ze v roce 2011 bylo
nejcastéji diagnostikovanym onkologickym onemocnénim ,,jiny zhoubny novotvar
ktze*, toto onemocnéni bylo hlaSeno u 24,7 % =ze vSech pfipadi. Jednim
z nejéast&jsich onkologickych onemocnéni v CR byl ZN kolorekta s 11,3 % zaznamui
v narodnim registru. Ceska republika ma nejvys§i vyskyt umrtnosti na toto
onemocnéni v evropském i celosvétovém méfitku (Zavoral et al., 2012; Zvolsky,

2014).

U muzu byla nejcastéjsi ZN prostaty a u zen ZN prsu, které spole¢né tvorily tfetinu
viech zaznami v registru Ceské Republiky. V poslednich letech je vyskyt ovlivnén
screeningovym programem zahajenym od zaii 2002. Diky screeningu se zachycuji
nizsi stadia onemocnéni. Z grafu ZN prsu (Graf 6; kap 8.2) je patrné, Ze incidence od
tohoto obdobi méla vzrustajici tendenci. Piestoze je rand lécba karcinomu velmi
isp&sna, je ZN prsu stale nejéastéjsi onkologickou pfi¢inou smrti uzen v Ceské

Republice (Zvolsky, 2014).

7.1 Diagnostika onkologického onemocnéni

Vedle klasickych metod biochemickych a hematologickych vySetfeni je zndma fada
specifickych nadorovych markerd, které jsou laboratorné prokazatelné. Tyto markery

souvisi spiSe s urcitou oblasti tkdn¢, kde mize probihat patologicky d¢;.

Castou metodou diagnostiky je také analyza exprese onkologickych markerd. K této
metodé¢ lze pouzit RT-PCR, FISH, CGH.
« RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction; reverzni
transkripce - polymerazova fetézova reakce)
Umoznuje amplifikaci nukleové kyseliny DNA z vychoziho vzorku RNA.
Pomoci reverzni transkriptdzy je prevedena templatovd mRNA do cDNA,
a ta je podrobena PCR (Bustin, 2002).
e FISH (Fluorescence in situ hybridization; fluorescencni in situ hybridizace)
FISH je zaloZena na schopnosti jakychkoliv jednofetézovych DNA nebo
RNA spolu navzajem hybridizovat, pokud jejich sekvence maji alespon

¢asteCnou komplementaritu bazi (Skfickova et al., 2003).

33


http://cs.wikipedia.org/wiki/In_situ

Hybridizace in situ se provadi pomoci DNA- a RNA- sond znacenych
fluorescenénim barvivem (Snustad et al., 2009). Tyto sondy jsou poté
detekovany fluorescenénim mikroskopem (Eckschlager et al., 2002).

e CGH (Comparative genome hybridization; komparativni genomova
hybridizace)
Metoda komparativni genomové hybridizace vySetfuje chromozomové
aberace pozorovanim intenzit fluorescence dvou rozdiln¢ fluorescencné
znaCenych sond DNA pacienta a DNA zdravého jedince (Snustad et al.,
2009).

V oblasti vyzkumu rakoviny se vyuzivaji expresni Cipy, které se v soucasné dobé
zavadéji i do klinické praxe (Miller et al., 2002). Diagnosticky postup pomoci ¢ipt
je zaloZen na hybridizaci nukleovych kyselin (obecny postup analyzy DNA ¢ipt viz
kap. 5).

Jednim z cilti molekularni analyzy je identifikace komplexnich siti molekul, které by
mohly rozdélovat podskupiny nadorti s odliSnym chovanim a prognézou a umoznit
tak lékafim indikovat pacientim adekvatni 1é¢bu. Analyza vyuziva k identifikaci
rakoviny data, ktera jsou ulozena v TCGA (The Cancer Genome Atlas). TCGA je
vefejna databaze, dostupnd na webové strance http://cancerogenome.nih.gov,
poskytujici udaje o nadorovych onemocnénich (Mcledon et al., 2008). Profiluje
aanalyzuje velky pocet lidskych karcinomt. Tato data napomahaji k odhaleni
molekularnich aberaci na trovni DNA, RNA a jejich dopadii na zménu funkce
proteinll. Obsazend pocetna data poskytuji uceleny obraz o spole¢nych a rozdilnych
prvcich. Analyza molekularnich aberaci a jejich funkénich souvislosti napfic¢
riznymi typy nadord muize pomoci rozsifit terapii, ktera je dosud ucinna pouze
u jednoho typu rakoviny, na 1écbu ostatnich typti s podobnym genomovym profilem
(Weisten et al., 2013).

Analyza vedena laboratoii TCGA Research Network odhalila sedm novych
molekularnich podtypt rakoviny prostaty na zakladé zndmych a novych fidicich
gentl pro rakovinu prostaty. Do téchto podtypi lze zatadit az 76 % z analyzovanych
nadort prostaty. Tyto podtypy mohou slouzit pro zlepseni odhadu prognézy a volby

terapie.
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Ctyfi z nich jsou charakterizovany genovou fuzi zahrnujici ¢leny ETS transkripénich
faktort (ERG, ETV1, ETV4 a FLI1). Dalsi tfi jsou definovany mutacemi gent
SPOP, FOXA a IDH1 (TCGA, 2015).

7.2 microRNA

Rakovina se zarazuje mezi genetické choroby vyplyvajici ze ziskané mutace
a epigenetické zmeény, které ovliviiuji expresi gentl. Mezi epigenetické modifikace
patii hypermetylace ¢i hypometylace v urcitych mistech DNA nebo proteinu,
acetylace ¢i deacetylace histonti. Nadorové builkky exprimuji jiné geny nez zdravé
buiiky, coZ se projevi na mnozstvi exprimované mRNA. Zménéné exprese
microRNA (miRNA) se podileji na posttranskripcni regulaci genové exprese diky
parovani bazi s komplementarni sekvenci v cilové mRNA, jejich vysledkem je
represe ¢i snizeni cilovych mRNA, a proto hraji dilezitou roli ve vSech aspektech

buné¢né aktivity (Ye et al., 2014).

MiRNA jsou kratké nekodujici RNA slozené z20-24 nukleotidl, které hraji
dilezitou roli ve vSech biologickych procesech, jako je vyvoj, bunény rust,
diferenciace, apopt6za a rovnéz vznik nadoru. Reguluji vice nez 30 % vsech lidskych
gend. Pravé u rakoviny je hlavni funkci miRNA vliv na dileZité rakovinné procesy,
jako je proliferace, fizeni bunécného cyklu, apoptoza, diferenciace, migrace
a metabolismus (Jansson et al., 2012). Detekce miRNA umoziiuje pomoc
pti diagnostice i navrhu 1é¢ebné strategie (Wang et al., 2013). Aberantni miRNA 1ze
zjistit intracelularné z rakovinnych bunék a extracelularné z plazmy pacienti. Tim se
stivd miRNA slibnym diagnostickym markerem, pomoci néhoz lze stanovit

terapeutické cile (Luo et al., 2011).

Priblizn¢ 50 % miRNA genli se nachazi na fragilnich castech chromozomu, coz
v piipad¢ onkologickych onemocnéni vede k ¢astym abnormalitam v poctu jejich
kopii (jejich ztraté ¢i amplifikaci). V zévislosti na charakteru cilovych kodujicich
MRNA mohou mit miRNA funkci onkogenu ¢i nadorového supresoru. Priklad
mMIiRNA s funkci nadorového supresoru je let-7. Snizena exprese let-7 v nadorech
vede ke zvySeni hladiny RAS onkogenu a déale vede ke ztraté proliferace (Slaby et
al., 2009).
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Jako prvni miRNA spojené s kancerogenezi byly objeveny miRNA-15 a miRNA-16
lokalizované na chromozomu 13q14. Tyto miRNA byly objeveny pii studiu
chronické lymfoidni leukémie (Calin et al., 2002).
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8. Vybrané typy karcinomii s nejvyssi incidenci v CR

DNA ¢Cipy jsou jiz Gspésné zahrnuty do vyzkumu nadorovych onemocnéni. Pomoci
DNA cipt byla identifikovana celd fada geni a miRNA, kterd ma prognosticky
vyznam u karcinomt.. Lze do budoucna ptedpokladat, Ze se ¢ipova technologie vedle
histologického vysetfeni uplatni stejnou mérou. Informace ziskané z Cipové analyzy

mohou byt zakladem molekularni klasifikace nadorovych onemocnéni (Slaby, 2009).

Tato kapitola pojednavd o nejnovéjSich vysledcich analyz pomoci DNA Cipt

u vybranych typt karcinomd, které jsou nejcastéjSimi onemocnénimi v CR.

8.1 Kolorektalni karcinom (CRC)

Kolorektalni karcinom (CRC; colorectal carcinoma) je zhoubny nador vznikajici
z bun¢k vystelky tlustého stfeva ¢i kone¢niku. Je jednou z hlavnich pfi¢in imrtnosti
po celém svété a v Ceské republice patii k nejéastéj$im onemocnénim travici

soustavy.

V roce 2007 bylo CRC diagnostikovano u 43 835 osob, ve srovnani s rokem 1995
vzrostla jeho incidence o 99,6 %. Narodni program screeningu kolorektalniho
karcinomu v Ceské republice byl zahajen v roce 2000. Inicialni metodou byl
guajakovy test na okultni krvaceni do stolice (gTOKS), v ptipadé pozitivity je
nasledovan kolonoskopii (Suchanek, 2011). Od roku 2009 mé obéan CR néarok od
veéku 50-54 let kazdy rok narok na provedeni testu gTOKS. Od 55 let si mohou
obcané CR vybrat mezi gTOKS nebo screeningovou kolposkopii, kterou stadi
provést jednou za 10 let (UZIS, 2015).

V roce 2011 bylo hlaseno 8176 ptipadi CRC, coz ptedstavuje mirny pokles oproti
pfedchozimu roku. V 54 % ptipadti u muzi a 63 % u Zen je novotvar lokalizovan
V tlustém stievé. Oproti roku 2010 mira incidence u muzi poklesla, naopak u zen

mirné vzrostla. Umrtnost u obou pohlavi mirné poklesla (Graf 2).

V celosvétovém srovnani za rok 2012 se Ceskd Republika svou incidenci zatradila

na Sesté misto (Graf 3). 80 % piipadi CRC je hlaseno u osob starsich 60-ti let.
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Mezi zemé s nejvysSim vyskytem toho onemocnéni patii Jizni Korea, Slovensko,

Mad’arsko, Dansko a Nizozemi.
b

Graf 2 Mira incidence a tmrtnosti na CRC A) u muzi a B) zen (na 100 000
muzi/zen) (UZIS, 2015)
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Graf 3 Porovnani incidence a mortality u CRC v celosvétovém méfitku za rok 2012
(UZIS, 2015)
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Z grafu 4 je patrné zvySovani incidence piipadt ZN tlustého stieva do roku 2003,
od tohoto roku naopak incidence pomalym tempem klesa. Mortalita od roku 1992 ma
ale sestupnou tendenci. Stav, ktery je zde znazornén, Ize vysvétlit zlepSenim lIékaiské
péce o pacienty, rychlej$im odhalenim ZN ¢i pouzitim ucinnéjsi terapie nez Vv letech

ptedchozich.

Na zlepSeni stavu mohou mit zasluhu praveé i DNA ¢ipy, diky nimz bylo analyzovéno
mnoho markerit CRC vyuzivanych pro pfesné¢jsi stanoveni diagnézy ¢i odpovidajici

1éCby.

Graf 4 Vyvoj ZN kolorekta v CR v letech 1977-2013 (Dusek et al., 2015)

C18-C21 - ZN tlustého streva a konecniku

Vgvoj v Case

-¢- Incidence
- Mortalita

i \\—,
.
=
[
2 +—y.
10
Zdroj dat: 0ZIS CR
0 1 I 1 T T 1 1 I 1 1 I 1 1 I 1 1 T 1 1 T 1 1 T 1 1 T 1 1 T 1 1 T 1 1 T 1
A RO O DO ECL RS ORI L EAERROEIEOIOOLADY OIS
NANN GO D000 00 & O Oy o5 Oy & O Oy OO0 NS RN
PSS EEEEESTESEESLETEETESEESSESESESESHES
Analyzovana data: N(inc)=241365, N(mor)=144245 http: //www.svod.cz |

CRC byl jednim z prvnich epitelialnich nadort, na kterém byly popsany molekularni
zmény béhem progrese onemocnéni. Zdkladni podminkou vzniku nadoru je
nestabilita genomu. V soucasné dobé zname tii moznosti genomové nestability, a to
chromozomalni nestabilitu, mikrosatelitovou nestabilitu a metylaci CpG ostrivk.
Vsechny tyto mechanismy mohou vést ke vzniku CRC, proto slouzi jako mozné

prekurzory, které miiZzeme zkoumat, a tim i odhalit moZzné onemocnéni (Suchének,

2011).

Za relevantni prognosticky faktor miizeme povazovat i mikrosatelitovou nestabilitu.
Je zfejmé, Ze odlisna exprese miRNA ma vyraznou funkci pfi iniciaci a progresi

CRC. Konkrétni miRNA mohou pusobit jako nddorové supresory nebo onkogeny
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Vv zavislosti na bunééném prostiedi, ve kterém jsou exprimovany (Schetter et al.,

2012).

Exprese miRNA se v CRC méni, mnozstvi exprimované miRNA Ize na zéklad¢ této
skute¢nosti vyuzit pro diagndézu, prognézou a odhad terapeutického vysledku.
S pomoci DNA cipa a RT-PCR byly shromdzdény miRNA jako mozné markery
CRC. Tyto markery Ize vyuzivat pro v¢asné odhaleni CRC (Schetter et al., 2012).

Jiz vroce 1990 byl popsan vznik sporadického kolorektalniho karcinomu
na molekularni urovni. Dle tzv. Vogelsteinova modelu je progrese z normalniho
epitelu pres adenom ke karcinomu spojena s inaktivaci tumor supresorového genu
APC (adenomatous polyposis coli), aktivaci onkogenu K-ras do stavu hyperfunkce
a naslednou mutaci TGF-f3, PIK 3CA4 a TP53 (Fearon et al., 1990).

Nésledné bylo verifikovano 80 mutovanych geni, které se uplatiiuji v kolorektalni

karcinogenezi, nicmén¢ pouze cca 15 z nich je zasadnich (Wood et al., 2007).

8.1.1 Nejvyznamnéjsi markery CRC

Velky potencial predstavuje vyzkum miRNA, spojeny s progresi CRC a reakci
naterapii. U nékterych miRNA byla zjisténa odlisna regulace v adenomu
a v karcinomu. Pomoci expresnich vzori 1ze rozli$it normalni sliznici tlustého stieva
od adenomu ¢i karcinomu, coz dokazuje roli miRNA pfi iniciaci rakoviny. (Schetter
et al.,, 2012). Vyvoj CRC je provazen zménami exprese nékolika geni. Jedna
z epigenetickych zmén, kterd mize pfispét ktvorbé CRC je abnormalni
hypermetylace promotord, ktera vede ke snizeni ¢i az absenci exprese genu (Kim et

al., 2010).

Studie z prosince roku 2015 poukazuje na moznost detekce miRNA aberaci
nachazejicich se ve vzorcich lidské stolice. Tato neinvazni metoda by mohla byt
vyuzita jako novy screening CRC. Cilem této studie bylo charakterizovat zvySeni
exprese MiRNA-20a ve srovnani se zdravymi jedinci. V této studii bylo také zjisténo,

Ze pouziti antibiotik nema na miRNA-20a zadny vliv (Yau et al., 2015).

40



Mezi nejvyznamngjsi miRNA patii mimo jiné miR-21, miR-155 a miR-92:

e miR-21 je jednim z nejvice studovanych onkogennich miRNA, jejiz exprese
je Casto zvySena u CRC. miR-21 reguluje bunéénou proliferaci, buné¢nou
invazi a apoptozu. Hladina exprese miR-21 koreluje se stadiem onemocnénti,
zvySuje se s pokrocilosti onemocnéni a jeji narast zkracuje celkovou dobu
preziti (Ye et al., 2014).

e Zvysena regulace miR-155 v kolorektalnich rakovinnych buiitkach napomaha
bunécné proliferaci, migraci a invazi a zvySuje chemorezistenci (Ye et al.,
2014).

e Huang et al. (2010) zjistili, Ze pfi porovnani plazmy zdravych jedinci
a pacient s pokrocilymi nadory, je u nemocnych vyrazné zvySena hladina
miR-92. ZvySené mnozstvi miR-92a je prokazatelna u karcinomu plic,
kolorektalniho karcinomu, lymfomu, mnohocetného myelomu
a meduloblastomu (Nishida et al., 2012).

Dalsi miRNA spojené s iniciaci ¢i progresi CRC jsou uvedeny v Tab. 1.

Rakovinné buiky se skladaji z nadorovych bunék a stromalniho okoli buiky,
zahrnujiciho imunokompetentni buiiky, endotelidlni buniky a fibroblasty. Stromalni
karcinom interaguje s karcinomem tkané ptimo nebo nepiimo pomoci cytokinint,
atim vytvaii mezeru pro rakovinné bunky (Trimboli et al., 2009). Stroma
rakovinnych bun¢k hraje dulezitou roli v progresi rakoviny. Pfestoze byly zmény
v expresi mMiRNA zkoumany u rtiznych druhti rakovin, exprese miRNA ve stromatu
nebyla prozkoumana piili§ podrobné. U CRC je v rakovinnych stromalnich tkanich
exprese miRNA snizena ve srovnani s normalni stromalni tkani. Nishida et al. (2012)
pii svém vyzkumu zjistil, ze exprese stromalni miRNA je pii kolorektalnim
karcinomu velmi podobna jako v epitelovych tkanich. Patologické analyzy ukézaly,

ze je exprese stromalni miRNA spojena s malignim potencidlem rakoviny.
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Tab. 1 miRNA spojené s CRC (Wu et al., 2011)

mMiRNA
let-7a
miRNA-9
miRNA-17

miRNA-21

miRNA-31
miRNA-34a
miRNA-101
miRNA-129
miRNA-133b
miRNA-135a
miRNA-137
miRNA-143
miRNA-145
miRNA-155
miRNA-181b
miRNA-183
miRNA-192
miRNA-195

miRNA-200c

miRNA-203
miRNA-215
mMiRNA-342

Deregulace
snizena
snizena

zvysena
zvysena

snizena
snizena
snizena
snizena
snizena
zvysena
snizena
snizena
snizena
zvysena
zvysena
zvySena
snizena

snizena

zvySena

zvysena

shizena

snizena

Vliv
proliferace

metastaze

proliferace, metastaze

proliferace, apoptoza
proliferace
proliferace, apoptoza
proliferace
proliferace
proliferace, apoptoza
oprava DNA
transformace
kmenovitost
proliferace
apoptoza
epitelialni-
mezenchymovy

ptechod
kmenovitost
proliferace

apoptoza
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Cilové geny
c-Myc, DLD-1, Ras
E2F1
PTEN, CDC25A,
PDCD4
FIH-1
E2F1, SIRT1
COX-2
P85 5
c-Met
APC
Cdc42, LSD-1
Ras, Erk5, DNMT3A

IRS1, STATL, YES, FLI1

MSH2, MSH6, MLH1
CYLD
Sox2, KIf4
DHFR
Bcl-2

TGFb2, ZEB1

Sox2, Klf4



Kalmar et al. (2015) se snazili potvrdit vztah mezi expresi genl, DNA metylaci,
expresi miRNA a hladinou proteinu analyzovanych kandidatskych markerii. Geny
potencionaln¢ regulované metylaci byly v této analyze vybrany z diivéjSich

mikro¢ipovych experimenti.

Pii kolorektalni progresi adenom-karcinom byla sniZzena regulace u téchto gent:
BCL2, CDX1, ENTPDS5, MAL, PRIMA1L, PTGDR, SFRP1, SULT1A1, zatimco u genil
ALDH1A3, COL1A2, CYP27B1, FADS], PTGS2, SFRP2, SOCS3, SULF1, THBS2,

TIMP1 byla regulace ve srovnani se vzorky od zdravych pacienti naopak zvySena.

Mikrocipovy experiment odhalil 12 genti (BCL2, CDX1, CYP27B1, ENTPD5, MAL,
PRIMA 1, PTGDR, PTGS2, SFRP1, SOCS3, SULT1A1, TIMP1) s vyrazn¢ odliSnymi
transkripénimi funkcemi v adenomu ve srovnani s normalnim vzorkem, zatimco 6
gentt (ALDH1A3, COL1A2, FADS1, SFRP1, SULF1, THBS2) vykazovalo jedinecné
zmény genové exprese pouze ve vzorcich CRC. COL1A2, SFRP2, SOCS3 vykazaly
hypermetylaci v adenomu a ve vzorcich CRC. Zatimco BCL2, PRIMA 1, PTGDR
ukazaly hypermetylaci jen u CRC. Zvysena regulace zjisténého miRNA-21 byla jak

u adenomu, tak i u karcinomu.

Dal$im moznym vhodnym markerem CRC je mutace genu K-ras Ptiblizné u 40 %
pacient s CRC byva nalezena mutace genu K-ras, nejéastéji se jedna o bodovou
mutaci kodonu 12 (zaména glycinu za valin/asparagin), nasledovanou mutacemi
v kodonu 13 a 61. Gen K-ras koduje na membranu vazany protein s GTPazovou
aktivitou, ktery zprostfedkovava signalni ptenos mezi EGFR a dalS§imi proteiny

prolifera¢ni kaskady Ras/Raf/MEK/ERK (Brand et al., 2012).

8.2 Karcinom prsu

Nejcetnejsi ZN u zen v CR je ZN prsu s 8 % zdznaml v registru. PrestoZe je rana
1écba karcinomu velmi uspesna, je ZN prsu stale nejcastéjsi onkologickou pfi¢inou
smrti u Zen (Zvolsky, 2014) Ve srovnani s ostatnimi zemémi svéta je Ceska

republika se svou incidenci ZN prsu na 26. misté (Graf 5).
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Graf 5 Porovnani incidence rakoviny prsu v CR a ve svété (Dusek et al., 2015)
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Od 80. let do poloviny 90. let 20. stoleti lze sledovat mirné stoupajici tendenci jak
incidence, tak i mortality. Po tomto obdobi incidence prudce vzrusta a mortalita
mimé klesd. Vroce 2011 bylo zjisténo 6 620 novych ptipadi ZN prsu, coz
predstavuje vice nez 16,2 % ze vSech hlasenych ZN u Zen. Mira incidence oproti
pfedchozimu roku vzrostla, pravdépodobné v souvislosti se zavedenym
screeningovym programem (Graf 6). | kdyz je 1écba karcinomu prsu velmi uspésna,

i tak v roce 2011 zemielo v CR na toto onemocnéni 1725 zen (UZIS, 2015).

Graf 6 Vyvoj ZN prsu v CR v letech 1977-2013 (Dusek et al., 2015)
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Zhoubnému onemocnéni prsu neumime piedchéazet, nadory jsou vSak zobrazitelné
v ¢asnych stadiich i u Zen bez klinickych ptfiznakd. Od 9.9.2002 byl schvalen
mamograficky screening nadorit prstt u zen ve véku 45-69. V roce 2008 dosahl
mamograficky screening pokryti 50 % populace, od t¢ doby dochazi ke zvySovani.
Pocet vySetfovanych Zen se nejvice navysil v roce 2010, kdy byla zruSena vékova

hranice pro vstup do programu (Tab. 2) (Skovajsova et al., 2014).

Tab. 2 Vyvoj poctu vySetfenych Zen pomoci screeningu karcinomu prsu a poctu
zachycenych ZN prsu v letech 2007- 2012 (Skovajsova et al., 2014)

Rok 2007 2008 2009 2010 2011 2012
pocet vysetienych zen 469104 468393 435679 538376 555537 602 099
pocet zachycenych karcinomi 2548 2165 2021 2909 3027 3270
detekéni mira (na 1000 vysetieni) 54 46 46 54 54 54

Stanoveni progndzy rakoviny prsu pomoci aplikace ¢ipovych technologii zacalo
prinaset povzbudivé vysledky. V nezavislé studii byly porovnavany vysledky DNA
¢ipové analyzy a biopsie prsu. Expresni genovy profil identifikovany DNA ¢&ipy
koreloval s klinickymi vysledky biopsie prsu. Diky tomu se DNA ¢ipy zacaly
vyuzivat v klinické praxi (Malinowski, 2007; Fan et al., 2010).

Rakovina prsu je heterogenni onemocnéni a rozmanité molekularni zmény v bunkach
zpusobuji problémy v klasifikaci nadoru, kterd je velmi dilezitd pro predikci
onemocnéni. Genova exprese pomoci mikro¢ipi davd moznost nahlédnout
na slozitost nadoru a upfesituje prognézu stanovenou na zaklad¢ klinického
hodnoceni. Komeréné dostupnych a pouzivanych mikro€ipii je nékolik typi,
napt. MammaPrint 70-ti genovy test, ktery byl schvalen smérnici FDA (Food and
Drug Administration, Ufad pro kontrolu potravin a 1é¢iv) jako prognosticky (Tian et
al., 2010).
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8.2.1 Klasifikace karcinomu pomoci receptori

Karcinom prsu lze klasifikovat podle pritomnosti nékterych receptorti, do nichz patii
estrogenovy receptor (ER), progesteronovy receptor (PgR) a HER 2 (Palacova,
2008).

Jaderné transkrip¢ni faktory jsou pfitomné jak ve zdravé prsni tkani, tak i ve vétSingé
nadorovych bun¢k. Jedna se 0 ER a PgR. Tyto receptory zaviseji na vyvoji mlécné
zlazy a na expresi steroidnich hormonti estrogenu a progesteronu. U 75 % ptipadi
karcinomu prsu jsou pfitomny ER (Weigel et al., 2010). Pomoci profilovani genové
exprese Ize vymezit 5 subtypii rakoviny prsu. Skupiny luminalni typ A a B jsou ER+,
dalsi skupina nadmérné exprimuje HER 2. Mezi skupinu bazalniho typu patii nadory
svysokou expresi genu bazalnich epitelidlnich bunék. Posledni skupina,
charakterizovana pozitivou cytokeratini a absenci ER a PgR, se nazyva basal-like.
Vétsina basal-like nadort jsou triple negativni s vysokou proliferaci a expresi p53

(Palacova, 2008).

Protoonkogen HER2 koduje transmembranovy protein pl85, patiici do rodiny
receptoru pro epidermalni riistovy faktor (EGFR/ErbB). Za fyziologickych podminek
reguluje bunécny rast, diferenciaci, proliferaci a apoptozu. Amplifikace zptsobujici
nadmérnou expresi proteinu HER2 byva nalezena piiblizné u 15-20 % pacientl

24

do CNS a jsou méné citlivé na standardni chemoterapii (Koudelakova, 2012).

Vroce 2012 byl vyvinut online néstroj pro diagnostiku rakoviny prsu pomoci
mikro€ipl. Vyuziva se pro analyzu recidivy rakoviny prsu a stavu hormonalniho
receptoru. Obsahuje tfi hlavni aplikace, a to predikci odpovédi na hormondlni 1écbu
(stav ER), predikci odpovédi na cilenou terapii (stav HER2) a odhad preziti
u pacientt (Ringnér et al., 2011).

Pro odliseni nadorti bazalnich od luminélnich lze detekovat dysfunkci BRCAT1 dréhy,
zpusobené metylaci promotoru nebo transkripéni inaktivaci genu BRCA1 (Sotiriou et
al., 2009). BRCAL1 je jednim z nej¢astéjSich mutovanych genti u pacientt s rakovinou
prsu. Nositelky se zarodecnou mutaci v BRCA1 maji vysoké riziko vzniku rakoviny
prsu, rakoviny vajecnikli a dalSich typid rakoviny. BRCA1 se podili na udrzovani

genomové integrity, ucastni se oprav DNA v kontrolnim bodu bunééného cyklu,
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homologni rekombinace pii opravé poskozené DNA v prubé¢hu bunééného cyklu

(Odovan et al., 2010; Lee et al, 2015).

Lee et al. (2015) zjistili, Ze heterochromatin protein 1 (HP1) je velmi dulezity pro
spravnou &innost BRCA1 pii poskozeni DNA. Clenové ze skupiny HP1 (HPla, B
ay) jsou vétsinou spojeny s heterochromatinem a hraji dilezitou roli v genové
regulaci a reakci na poSkozeni DNA. Zménéna exprese podtypu HP1 mé vazny
dopad na buné¢nou proliferaci a vznik nadord. Lee et al. (2015) analyzovali profil
exprese skupiny HP1 pomoci publikovanych souborii dat z mikroCipii spolu
s analyzou retrospektivni imunohistochemie z archivovanych vzorki rakoviny prsu.
Zjistili, ze skupina pacientii s nadmérnou expresi HP1 mMRNA vykazuje spojeni se
zhorSenou diferenciaci nadorti prsu a s vyrazné niz8i mirou pieziti. Pozitivni stranka
se ukryva v moznosti vyuziti HP1p, nadbytek tohoto proteinu mulze slouzit jako

prediktivni marker pro chemoterapii.

8.2.2 Nadorové markery rakoviny prsu

Nadorové markery hraji v diagnostice karcinomu velkou roli. Krom¢ samotné
diagnostiky mohou byt vyuzity pro predikci progndézy a progrese onemocnéni.
Vysledky studii pomoci DNA ¢ipt odhalily, Ze rakovina prsu zahrnuje molekularné

odlisné nadorové onemocnéni.

V roce 2005 byla poprvé dokazana spojitost miRNA s rakovinou prsu. Tuto koleraci
identifikovali lorio et al. (2005) spojenim mikro¢ipového experimentu s Northern
blooting analyzou. Zjistili 29 miRNA, jejichz exprese byla zna¢né deregulovana.
Mezi zjisténa miRNA pattily miRNA-10b, miRNA-125b, miRNA-145, miRNA-155,
miRNA-21.

Ve vétsiné piipadil je rakovina prsu zplsobena genetickymi abnormalitami, napf.
zménami V penetranci gent BRCA1, BRCA2, p53, PTEN, ATM, NBS1, LKB1,AR,
ATM, BARD1, BRIP1, CHEK2, DIRAS3, ERBB2, NBN, PALB2, RAD5 a RAD51
(Kumar et al., 2012).
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Triple negativni karcinom prsu (Triple Negative Breast Cancer, TNBC) tvoii 15 %
vSech karcinomt prsu. Vyznacuje se nedostatkem receptorit ER, PgR a HER 2/neu,
a proto je tézko specifikovatelny. V poloviné roku 2015 Godfrey et al. porovnavali
profily exprese miRNA z TNBC. Ukazalo se, ze TNBC buiky maji ve srovnani
S normalnimi bunikami rozdilnou expresi miRNA. Na zakladé této skutecnosti byla

miRNA rozd¢€leny na:

e mMIiRNA, které maji sniZzenou expresi ¢i jsou dokonce potlaceny v TNBC
bunéénych liniich: miRNA-27a, miRNA-29a, miRNA-100, miRNA-34a,
let-7a, miRNA-125B, miRNA-203, let-7f, miRNA-503, miRNA-424;

e miRNA se zvySenou regulaci: miRNA-222, miRNA-16-1, miRNA-195.
miRNA-155, miRNA-421, miRNA-126, miRNA-335, miRNA-145,
miRNA-34b, miRNA-10b, miRNA-10.

8.2.3 Hypoxie a karcinom prsu

Bunky podléhaji fadé biologickych procest, pokud jsou umistény v hypoxickych
podminkéch, ¢ili v nedostatku kysliku (Harris, 2002). Tyto procesy fidi hypoxii
indukovatelné¢ faktory (HIF), tzv. kyslikové faktory, které zajistuji komplexni
transkripéni odpovéd’, kterd ovlivituje né€kolik biologickych procesti souvisejicich
sosudem bunék za téchto podminek, veetné glykolyzy, abiogeneze a apoptdzy
(Hockel et al., 2001; Harris, 2002). HIF faktory jsou heterodimery slozené z a. a 3
subjednotek, z nichz HIF-1a a HIF-2a zaujimaji dalezité regulacni role v reakci na
hypoxii. Hladina HIF-o proteinti je regulovana proteinem Von Hippel Lindau (VHL),
ktery zprostfedkovava ubikvitinaci HIF-o specifickym rozpozndnim a navézanim
na2 zbytky prolylhydroxylazy, vznikajici k rychlému odstranéni HIF-a. HIF-a
prolyl hydroxylace je katalyzovana tfemi homolognimi 2-oxoglutarat dependentnimi
dioxygenazami (PHD1, PHD2 a PHD3). Dalsi kontrola exprese HIF-a je
uskute¢niovana dioxygendzou, zvanou HIF1 inhibujici faktor (FIHI1). FIH 1
katalyzuje tvorbu specifického zbytku hydroxyasparaginyl v HIF-a, ktery sniZzuje
vazbu na transkripéni koaktivator p300. Jelikoz je hydroxylace zbytktt HIF-oo PHD

a FIH zavisla na kysliku, HIF-a je schopen uniknout rozpoznani VHL a dalsi
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proteasomickd degradace za hypoxickych podminek se vdze na p300 a HIF-f
a vyvolava transkripcni zmény, které ovlivituji miRNA (Camps et al., 2014).

Pokud hypoxie trva, mize dojit az k apoptdéze bunck, ale rakovinné bunky jsou
adaptabilni, coz umoziuje nadorim preziti a dokonce i rlst za hypoxickych
podminek. Hypoxie nadoru je spojena se Spatnou prognozou, jelikoz ma
charakteristicky rys lokaln¢ pokrocilych nddorti a miize vést az k odolnosti vici
radiacni terapii. Mnoho prvki hypoxické reakce jsou vhodnymi kandidaty
pro terapeutické zameéteni (Harris, 2002). Hypoxické oblasti vznikaji v disledku
nerovnovahy mezi dodavanim a spotfebou kysliku. Zatimco v normalnich tkanich je
ptfivod kysliku roven metabolickym pozadavkim, v lokaln¢ pokrocilych nadorech
muze rychlost spotfeby kysliku pievazit omezeny piisun kysliku. Cely tento proces

vede Kk rozvoji nadoru v ¢astech tkani s nizsi Grovni kysliku (Vaupel et al., 2007).

Duikaz o hypoxii v lidskych nadorovych onemocnénich provedli Vaupel et al. (2007),
ktefi studovali zadsobovani nadoru kyslikem pomoci kyslikové elektrody. Dokazali,
ze nizky tlak v nddorech je spojen se zvySenymi metastdzemi a nizkym piezitim

pacientd, ktefi trpi nadory hlavy, krku, délozniho ¢ipku nebo prsu.

Z n¢kterych experimentd provadénych na DNA cipech lze vyvodit urcité¢ dikazy, ze
se HIF pfimo podili na regulaci exprese pii hypoxii. Mnoho nadort je
charakterizovano oblasti hypoxie, zvySenym mnoZstvim HIF a zvySenou expresi
genu regulujicich hypoxii. Prvni screening pomoci mikro¢ipi U rakoviny prsu
regulované miRNA ukézal, Ze hypoxie by mohla byt kli¢ovym faktorem miRNA
k odlieni rakoviny. Vztah mezi vazbou HIF a regulaci miRNA je velmi S$iroky.
Pomoci analyzy DNA C¢ipl bylo zjisténo, ze nejvyrazng€j$i zménou v hypoxii je
indukce hsa-miR-210 (miRNA souvisejici s hypoxii). Regulace hypoxie
hsa-miR-210 je zprostfedkovana HIF-1 alfa. Hladina hsa-miR-210 piimo koleruje
s rozsahem hypoxie (Camps et al., 2014).

Dalsi pozitivni korelace mMIRNA shypoxii existuje u karcinomu prsu
u hsa-miR-24-3p a hsa-miR-27-3p (Camps et al., 2014).
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8. 3 Karcinom prostaty

Karcinom prostaty je onemocnéni charakterizované abnormalnim délenim

epilelialnich prostatickych bun¢k. Karcinom prostaty (CaP) je nejcastéj$im nadorem

umuz v Evropé a Spojenych statech americkych. Ceska republika je svou incidenci

na 31. misté (Graf 7).

Graf 7 Porovnani incidence prostaty ve svété (Dusek et al., 2015)
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Od roku 2005 je i nejéast&jsim zhoubnym nadorem u muzi v Ceské Rupublice
(Hradil et al., 2014). V roce 2011 bylo nahlaseno 6964 ptipadi ZN prostaty, coz je
01 % vice nez v roce 2010. Incidence CaP se neustale zvysuje, ale mortalita zistava
na stejné urovni a nezvysuje se (Graf 8). Rapidni narist incidence je pozorovan od
zadatku 90. let (UZIS, 2015). V roce 2013 bylo v CR nové diagnostikovano 6846
pacientii se ZN prostaty, coz piedstavuje 7 % vSech nové zjisténych nadort (Dusek,
2015).
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Graf 8 Vyvoj ZN prostaty v CR v letech 1977-2013 (Dusek et al., 2015)
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Zavedenim rutinniho preventivniho testovani prostatického antigenu (PSA)
v 80. letech 20. stoleti pravdépodobné vedlo ke zvySeni incidence tohoto
onemocnéni. Praveé vysetiovani PSA vedlo k posunu v zastoupeni jednotlivych stadii
CaP smérem k ¢asngjsim formam, coz ovlivnilo pozitivni mirou vyhlidky téchto
pacientd (Kral et al., 2010). PSA byl identifikovan v roce 1969 a je nejvyznamngjsim
nadorovym markerem vcéasné detekce CaP. ZvySenou hladinu PSA mizeme
detekovat 1 u jinych onemocnéni, napf. u zanétu prostaty a po né&kterych
urologickych vysetfenich. PSA je produkovan epitelidlnimi bufikami prostaty.
Z chemického hlediska je to jednofetézovy glykoprotein s 237 aminokyselinami
(Stern et al., 2008)

V roce 2005 vSak byla publikovéna prace, ktera by mohla ptedstavovat zdsadni
prilom V této problematice. Pomoci nové vyvinuté metody COPA (Cancer Outlier
Profile Analysis) bylo zjisténo, ze u vétSiny prostatickych nadorti jsou silné
exprimovany transkripéni faktory ERG nebo ETV1 patfici do rodiny ETS proteint
(Tomlins et al., 2005).
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8.3.1 Nejvyznamnéjsi markery CaP

Do roku 2010 bylo provedeno pouze 5 mikro¢ipovych studii miRNA spojenych
sCaP (Porkka et al., 2007). Dalsi studii provedli Lein et al. (2010), ktefi
pfi porovnani s ostatnimi zjistili, Ze se n&které vysledky lisi. Ctyfi miRNA se
sniZzenou regulaci (hsa-miRNA-16, hsa-miRNA-31, hsa-miRNA-181b,
hsa-miRNA-184) byly v jinych studiich uvedené jako miRNA se zvySenou regulaci
(Volinia et al., 2006; Ambs et al., 2008)

Vroce 2011 bylo zvefejnéno 25 miRNA spojenych s CaP: let-7a, miR-101,
miR-106a, miR-106b, miR-141, miR-145, miR-17, miR-182, miR-200c, miR-20a,
miR-21, miR-214, miR-221, miR-222, miR375 a miR-93 (Wach et al., 2011).

mMiRNA-135b byla dfive spojena s CRC a rakovinou prsu. V CaP bunkach je jeji
exprese snizena (Bhattacharya et al., 2012). miRNA-135b inhibuje migraci a invazi
CaP bunc¢k. Wang et al. (2015) identifikovali STAT6 jako piedpokladany cil
mMIiRNA-135b. Aktivovany STAT6 indukuje expresi riznych gent zapojenych
do buné&¢éné diferenciace, proliferace, metastaze a rezistence apoptozy (Hebenstreit et

al., 2006).

Jejich cilem bylo zjistit souvislost mezi miRNA-135b a STAT6. Vysledky studie
ukazaly, Ze zvySena regulace miRNA-135b inhibuje expresi STAT6 v CaP bunkach.
Souhrnné tdaje ukazuji, Ze miRNA-135b upravuji metastatickou schopnost CaP

bunék regulaci exprese STAT6 (Wang et al., 2015).

Xiaoli et al. (2015) zjistili 162 odlisné exprimovanych miRNA mezi vzorky
normalnimi a CaP, 128 jich bylo se zvySenou regulaci a 38 snizenou regulaci. Jako

skvélé prognostické a prediktivni markery z nich identifikovali:

e hsa-miR-153-2, hsa-miR-92a-1 a hsa-miR-182 se zvySenou regulaci;

e hsa-miR-29a, hsa-miR-10a a hsa-miR-221 se sniZenou regulaci.

Mezi dalsi markery miZzeme zahrnout PSGR (Prostate Specific G protein Coupled
Receptor), u kterého bylo zjisténo, Ze ma omezenou expresi v prostatickych tkanich.
Mira PSGR mRNA se vyrazné zvySuje ve vzorcich CaP ve srovnani s kontrolnim

vzorkem, muze tak hrat vyraznou roli v rozvoji a progresi rakoviny (Xu et al., 2000).
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Cao et al. (2015) toto potvrdili svou studii, kde porovnévali velky soubor pacientli
s intraepitelialni neoplazii (PIN) a CaP. Vysoka exprese PSGR byla pozorovana
v PIN, nikoliv vSak v CaP.

Hlavni klinické dilema pii 1é¢bé rakoviny prostaty je vysoky pocet indolentnich
piipadu, se kterymi se poji vyznamné riziko nadmérné 1é¢by. Mortensen et al. (2015)
provedli studii pro identifikaci transkriptl, které vymezuji agresivni a indolentni
rakovinu. Cilem studie bylo ziskat znalosti o biologickych drahach spojenych
s agresivitou onemocnéni. Identifikovali expresi SFRP4, INHBA, COL1A2, IGFBP3

a MSR1 spojenou s recidivou onemocnéni.
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mediciny. Velky optimismus je proto vkladan do novych technologii, jako je
napiiklad vyuziti DNA Ccipt, které by mohly byt pfinosem. Nicméné tato oblast
vyzkumu nardzi i na piekazky. V neddvné minulosti zpochybniovaly nékteré
publikace jejich spolehlivost. Kritika byla na stran¢ neschopnosti replikovat
vysledky. Vzhledem Kk velkému poc¢tu gent na mikro€ipu, vysoké korelaci mezi
geny, malému poctu vzorkll v souboru dat a velkému rozptylu mezi vzorky pacienti
byl vidét maly ptesah mezi genovymi popisy identifikovanymi riznymi vyzkumnymi
skupinami. Tyto negativni faktory lze nyni pomoci jednotlivych technologii z¢asti

eliminovat. Nejvyznamnéjsi je zde normalizace, kterd odstrani systematické chyby

analyzy a umoziuje spravné vyhodnoceni pomoci statistické analyzy.

Zasadni revoluce v klinické analyze je poznani lidského genomu. Informace
0 sekvencich riznych gent, které jsou zodpovédné za uréité onemocnéni, se ziskava
molekularné genetickymi analyzami. Poté se ukladaji do vefejnych databazi, diky
nimz lze ziskat informace o dosud identifikovanych mutacich ve vazbé
ke konkrétnimu onemocnéni. Soubor dat se neustale rozrista, jelikoZ jsou neustale

objevovany nové markery pouzivané k detekci onkologického onemocnéni.

Ve vyvoji metody DNA microarray se dosdhlo béhem poslednim let velkého
pokroku. DNA c¢ipy se dfive vyuzivaly jen ve vyzkumu onkologickych onemocnéni,
ale za poslednich 10 let ma tato metoda prokazatelny uspéch 1 v klinické onkologii.
Roku 2007 zalozil Americky ufad pro potraviny a léCiva prvni testovani pomoci
DNA ¢ipu pro prognézu rakoviny prsu (Fan et al., 2010). DNA ¢ipy skytaji moznost
urychleni diagnostiky a dal§im pokrokem je vyuZiti meta-analyzy, kterd umoziuje

identifikovat potencialni vyskyt vzajemnych sdruZeni konkrétnich typli nadort.

Do budoucnosti lze predpokladat vySs$i vyuZzitelnost DNA C¢ipli v diagnostice
onkologickych onemocnéni, zvySeni ucinnosti terapie, sniZeni jeji toxicity i nakladt
na tuto terapii. DalSim pfinosem by mohlo byt sledovani prabéhu onemocnéni

a ucinnosti 1éCby.
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10. Seznam zkratek

ANOVA

BRCA1
BRCA2
CaP
cDNA

CGH

COPA
CpG
CRC
Cy3
Cy5
DNA
E2F3
EGFR/ErbB
ER
FDA
FIH1
FISH
gTOKS

HER 2

HIF
HP1

hsa-miR

Analysis of Variance; Metoda analyzy rozptylu

Breast cancer 1, Rakovina prsu 1

Breast cancer 2, Rakovina prsu 2

Prostatic carcinoma; Karcinom prostaty
complementary DNA; komplementarni DNA

Comparative Genomic Hybridization; Komparativni genomova
hybridizace

Cancer outlier profile analysis; Analyza odlehlych hodnot
Cytosine-phosphate-Guanine; cytosin-fosfat-guanin

Colorectal carcinoma; Kolorektalni karcinom

Indokarbocyanin (zelené barvivo)

Indodikarbocyanin (Cervené barvivo)

Deoxyribonucleic acid; Deoxyribonukleova kyselina

E2F transcription factor 3; E2F transkripéni faktor 3

Epidermal Growth Factor Receptor; Epidermalni rastovy faktor
Estrogen Receptor; estrogenovy receptor

Food and Drug Administration; Utad pro kontrolu potravin a 1é&iv
Faktor inhibujici HIF1

Fluorescent in situ hybridization; Fluorescen¢ni in situ hybridizace
guajakovy test na okultni krvaceni do stolice

Receptor tyrosin-protein kinase erbB-2; Receptor 2 pro lidsky
epidermalni ristovy faktor

Hypoxia Inducible Factor; Hypoxii indukovatelné faktory
Heterochromatin Protein 1; Heterochromatinovy protein 1

lidské miRNA
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LOH
miRNA
MRNA
NOR
PIN
PSA

PSGR

RNA
PgR

RT-PCR

SAM
SZU
TNBC
TOP2A
TCGA
TSG
UZIS
VHL

ZN

Loss of Heterozygosity; Ztrata heterozygozity
microRNA

messenger RNA; mediatorova RNA

Narodni onkologicky registr

Prostatickd intraepitalni neoplazie

Prostaticky antigen

Prostate Specific G protein couple Receptor; Prostaticky specificky G
protein

Ribonucleic acid; Ribonukleova kyselina
Progesterone Receptor; Progesteronovy receptor

Reverse transkripcion - Polymerase Chain Reaction; Reverzni
transkripce - PCR

Significance Analysis of Microarrays; Signifikace analyz mikroCipti
Statni zdravotnicky ustav

Triple Negative Breast Cancer; Triple negativni karcinom prsu
DNA topoisomerase 2-alpha; DNA topoizomeraza 2-a

The Cancer Genome Atlas; Databaze rakovinnych genomii

Tumor suppressor gene; Tumor supresorovy gen

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky
Protein VVon Hippel Lindau

Zhoubny novotvar
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