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Karcinom pankreatu je jednim 2z nejzhaifich
karcinomi u ¢lovéka a nadje na trvalé vyléeni je i dnes
velmi mala. Je to onemoémi s nejvysSi mortalitou ze
vSech malignit zazivaciho traktu. Potencionalnim
markerem pro fesrgjSi diagnostiku a staging tohoto
onemocgni se dle sotasnych poznatk jevi byt
telomerasa (hTERT). Telomerasu ufame vyuZzit
v klinické praxi pro detekci minimalni reziduélcihoroby
(MRD) u pacieni se solidnimi nadory. MRD rozumime
piitomnost izolovanych nadorovych hiknv téle pacienta,
u rehoz byl odstragn primarni tumor a ktery nejevi
znamky systémoveého onemeamn NejcitlivéjSi metodou
pro detekci MRD je real-time reverzriranskriptazova-
polymerazovarettzova reakce (RT-PCR). V této praci
jsme se zabyvali stanovenim hodnot exprese hTERT
metodou RT-PCR ve vzorcich tumoru, systémové a
portalni krve, kostnii@ns a peritonealni lavaze u pacient
s karcinomem pankreatu a ve vzorcich krve zdravych
darai. Z dosazenych vysledk byly stanoveny cut-off
hodnoty. Nad tyto hodnoty byly pacienti povazovaai
pozitivni na pitomnost minimalni rezidualni choroby. Cut-
off hodnoty hTERT byly pro systémovou i portalniekr
5000 kopii hTERT/ug RNA, pro kostniah 60 000 kopii
hTERT/ug RNA a pro peritonealni lavaz 200 Kkopii
hTERT/ug RNA. Bylo prok&zano statisticky vyznamné
kratSi geziti u pacient s pozitivitou hTERT v portalni a
systémoveé krvi. Pozitivita hTERT v systémové a/nebo
portalni krvi je negativhim prognostickym faktorem
pacienti s karcinomem pankratu.

Karcinom pankreatu, real-time RT-PCRynedrasa,
minimalni rezidualni choroba
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Pancreatic cancer is one of the most agye
malignant human tumor and the mortality is the
highest in gastrointestinal tumors. The probabiity
cure is still very small today. Telomerase (hTERT)
is promising marker for more accurate diagnosis and
disease staging. In the clinical practise, we ca@ u
telomerase for minimal residual disease (MRD)
deteciton in solid tumors patients. 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 (RT-PCR) is the most sensitive method for
MRD detection. The aim of study was to
determinate  hTERT expression using RT-PCR
method in samples of tumor, portal and peripheral
blood, bone marrow, peritoneal lavage in pancreatic
cancer patient and in the samples of blood of hgalt
patients. The cut-off values of hTERT were
determined for peripheral and portal blood (5000
copies of hTERTIg RNA), bone marrow (60 000
copies of hTERTUg RNA) and peritoneal lavage
(200 copies of hTERTIQ RNA). The poorer overall
survival was found in patients, who were positive f
hTERT in peripheral and portal blood. MRD
detection using RT-PCR for hTERT in peripheral
and/or portal blood is negative prognostic factor i
pancreatic cancer.

Pancreatic cancer, real-time RT-PCR, telase,
minimal resiudal disease
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ll. Cile prace

1.

4.

VySetit expresi hTERT ve vzorcich systémové a portaaé kkostni dens

a peritonealni lavaze u paciérst karcinomem pankreatu a ve vzorcich krve
zdravych darg.

Oweiit vhodnost pouziti hnTERT jako markeru pro detekanimalni
rezidualni choroby u paciens karcinomem pankreatu.

Stanovit prognostickou hodnotu minimalni rezidu&indéroby u pacieits
karcinomem pankreatu.

Zaveést novou metodiku pro stanoveni MRD u padisritarcinomem

pankreatu.



I1l. Teoreticka ¢ast

1. Uvod

Nadorova onemoemi jsou po kardiovaskularnich oneménich druhou neépstjsi
pricinou amrti obyvatelCeské republiky. V p#iu onkologicky nemocnych paciéntzaujima
Ceska republika f@dni mista v Evrap V CR kazdy rok onemocni na nadorova onendaén
66 000 lidi a zetde na rakovinu 29 000 lidi &a¢, coz je asi 80 lidi kazdy den. V incidenci i
mortalitt karcinomu tlustého &tva obsazuj€eska republika dlouhod®kprvni mista nejen v
Evrope. V poslednich desetiletictripyva nadoit plic, tlustého seva a pedevsim kongniku.
ZvySuje se také pet pipadi rakovin prsu, ¥Ze, ledvin, méového néchyre a Stitné Zlazy.
NejéastjSim zhoubnym onemoénim u mud je karcinom plic (v roce 2003 zéeto 4 600
mual), vyrazré piibylo karcinomi tlustého deva, konéniku a prostaty, naopak se sniZuje
vyskyt karcinomu Zaludku. U Zen je pak d&j&jSim zhoubnym onemoé&nim karcinom prsu
(v roce 2002 zerelo 1965 Zen), roste také incidence karcinomu plikles| vyskyt karcinomu
Zaludku a stacionarniigtava incidence karcinomuldznihoéipku. Celko¥ se zvySuje peet
piipadi naddorovych onemoéni a stale &stava velky poet pacieni umirajici na toto
onemoc#kni, v dnedni dobnajdeme nemocného v kazdé Sirsi réd{mww.linkos.cz )

Nadorova onemoeni provazeji lidstvo od pradavnajkhz ndm o tom podavaji

archeologické nalezy. U egyptskych mumii byly obj@y znamky stdéici pro nadorova
onemockni, v egyptskych papyrech byly nalezeny popigizmaki zhoubnych onemoeni.
starowkych wendi v3ech civilizaci. V antickémRecku popsal nadorova onemeénh
Hippokratés, od oz pochazi i nazev karcinom (karkinéma). Tentoemégravépodobré
zvolil podle pokra@ilého karcinomu prsu, kteryfipsvém Sfeni s péivodni lymfangitidou mze
ptipominat klepeta kraba (krab — karkinos). Také Gaké ¥noval nddorovym onemoé&nim,
kdyZz se zmiuje o rozdilné prognéz&asnych a pokralych stadii naddorovych onemaogm.
Ménre pokrailé formy byly |&eny chirurgicky a zkouSela se jiz také medikamemitda:ba.
V obdobi stedowku nebyla nadorovd onemagn zrovna stedem zajmu. Vistajici zajem o
problematiku zhoubnych nadora jejich I&€bu se z#&al projevovat v 19. stoleti. Jedinou
lé¢ebnou modalitou té doby byla chirurgick&hbé, kter4 byla vSak stale limitovana hap
chykEnim anestesie, antibiotik a pravidel asepse.¢Nac lepSi progndzu zhoubnych néatlor
piinesl objev rentgenovych paptsk roce 1895 a radia v roce 1899. (Klener, 2002)

V souwasnosti jsou zékladnimi débnymi metodami chirurgickéa dba, radioterapie,

chemoterapie, hormonalniclea a biologicka l&ba. Radioterapie je neodmyslitelnou &asti



onkologické |€by, kterd vyuzZiva ionizujiciho #éni. Nadorové hiky jsou c¢asto k zéeni
vnimawjsi nez zdravé, tyto oréné nadorove lilky umiraji a nejsou schopny se dadtitd Asi
50% pacient je podrobeno radioterapii s cilem Uplného vglé (kurativni zarr) nebo ke
zmirrgni obtizi z@sobené nadorem (paliativni z&mn Chemoterapie sgiva v podavani lék

s cytotoxickym nebo s cytostatickyngigkem. Tyto lékycasto naruSi nadorovou DNA nebo
ovlivni burg¢nou strukturu nutnou pro ¢eni burek, dojde k zastavenitustu az smrti
naruSenych butk. Standardni chemoterapeutika maji vliv i na zdrauiky, ¢imz zpisobuji
mnohdy zavazné nezadoudiinky létby. Proto je Iéba provadna v cyklech, aby se zdravé
buiiky mohly zregenerovat. Chemoterapiéam byt kurativni, ma za cil vyé pacienta. U
adjuvantni chemoterapie dochazi k podavani cytlksta chirurgické lébé tam, kde se
piedpokldda vznik metastazi. Podava se pouzektenych tym nadofi, kde byl vyznam
adjuvantni terapie prokazanield operaci se praktikuje zejména neoadjuvantni ctezapie,
kterd ma za cil zmenSit lok& mpokrasily tumor. DalSim typem chemoterapie je palitatjviei
nejcasgjsi, zmensuje velikost tumoru a vede ke zmiifnobtiZzi pacienta. V medidirse také
kombinuje z&eni s chemoterapii (radiochemoterapie), proto#dené 1éky zvysuji &innost
z&eni a naopak. Tato kombinovanéHa je toxétejSi nejen pro nador, ale pro cely organismus.
Léka musi zvazit mozné vyhody i rizika spojena s tdétbou. Hormonalni kba brani dinku
hormorii podporujici @st nadoru. Winek je vazan na ifitomnost specifickych buinych
receptoti. Je |épe sndSena neZ chemoterapie tdeme ji ve své podstatpovaZzovat za
biologicky cilenou lébu. (Klener, 2002; Vortiek et al. 2000) Biologicka &®a obnovuje
poruSenou funkci protinddorové imunity a zapojuped® |€by nadorového onemoeéni. Je
schopna cilehtceit na nadorové hiky a pochody, které sejdl v nadorech. Mezi biologickou
lécbu fadime antiangiogennidBu, diferenciani 1&bu, 1&bu pomoci inhibitak proteazomu a
inhibitora tyrosinkinasy. Angiogenni é&a neni pimo miena na nador, ale na nadorové cévy,
tlumi tvorbu cév v nadoru. K nadoru se nedostawiky dochazi ke zpomaleni nebo zastaveni
rastu nadoru. Diferencéai I&ba indukuje proces beéné diferenciace a brzdi takst nadoru.
Inhibitory proteazomu brani odbouravani bilkovinbuice nastava chaos aitka umira.
Inhibitory tyrosinkinasy blokuji enzym tyrosinkinasktery genasi signaly do hiky. Buika
nemize g@ijimat signél ze svého okoli &gstavatist. (www.linkos.cz Klener, 2002)

V duchu ,evidence based medicine® vzniklacatkem tetiho tisicileti v Ceské
republice g onkologickych pracovi§ ktera se zabyvaji moderni a stale drazsi komplexn
l[é¢bou naddorovych onemoéni a maji pro tuto bu v3echny pdebné pedpoklady. Do této
si® bylo zaazeno 17 komplexnich onkologickych center (KOC) kofnplexni onkologicka
skupina (KOS). Seznam onkologickych center nalemena internetovych strankach

www.linkos.cz, www.onconet.cz. (www.linkos)cz



V sowtasné dob byl také zpracovan Narodni onkologicky progr&iR. Mezi cile
Narodniho onkologického programu fatsnizovani incidence a mortality nadorovych
onemockni, zlepSeni kvality Zivota nemocného a racionakzadklad na diagnostiku a &bu

onkologicky nemocného pacienta. (www.linkos.cz)
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2. Slinivka brisSni

Slinivka kisSni neboli pankreas jealbZitou sodasti traviciho Ustroji. Histologicky se
jednéa o Zlazu s exokrinni a endokrinni sekreci.kErai sloZka tvéi asi 84% a endokrinni 2%,
zbytek organu tvib vyvody a cévy. Exokrinnéast slinivky produkuje travici enzymy (rnap
trypsin, amylazu, lipazu) secernované do dvanastnM parenchymu exokrinni Zlazy je
roztrouSeno asi 1-2 miliony Langerhansovych todtil, které jsou sloZzeny z endokrinnich
burgk, hlavre za af burgk. a buiky produkuji glukagon & buiky insulin, coZ jsou hormony
s protichidnym vlivem na metabolismus sachariorganismu. Saiasti ostiivka jsou i dalSi
buiky produkujici gastrin, VIP, somatostanin, seratonpankreaticky polypeptid a dalsi.
(Cihak, 2002) Kazda z histologickyakasti pankreatu méa sva typicka onemmin (Nesas,
2003)

2.1. Stavba slinivky iSni

Slinivka svym tvarem ifijpomina velkou SedraZovou hrusku. Je 12 — 16 cm dlouha a
ma hmotnost 60 — 90 g. Je umafsd v retroperitoneu za Zaludkem, v ohbi duodefed paté
v arovni prvniho azretiho bederniho obratle a je zde kryta ifffici. Je v kontaktu s jatry,
duodenem, slezinou a levou ledvinou. &gré blizkosti slinivky dale prochatdda Zivotg
dialezitych tepen a Zil, cozZ gazuje zakroky na slinivce mezi ngg§i isni operativu tibec.
(Cihak, 2002)
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Obr. 1: Retroperitonealni organy po odstrmastnného peritoneafhak, 2002)

1 prava ledvina, 2 prava nadledvina, 3 dvanacthikgIni dutd zila, 5 vratnice, Gi&ni aorta, 7 slinivka
btisSni, 8 leva nadledvina, 9 leva ledvina, 10 coradiposum pararenale, 11 pravydoeod, 12 arteria

mesenterica superior, 13 levy éavod, 14 velky sval bederni

Na pankreatu anatomicky rozliSujeme hlavni ¢asti: hlavu (caput pancreatisgla
(corpus pancreatis) a ocas (cauda pancreatis)ahaekrouhld, umigha v ohybu dvanactniku
vpravo od pate. Telo je tvarem protéhlé, trojboké &iki paté a isSni aortu. Zaobleny ocas

dosahuje az ke slezin(obr. 1) Cihak, 2002 )

2.2 Karcinom pankreatu

2.2.1. Epidemiologie

V potu amrti se karcinom pankreatadi na paté misto ze vSech zhoubnych nador
viibec. Je jednim z nejzhouljgich malignich onemoeni uclovéka a nadje na trvalé vyléeni
je i pres dnesSni pokroky v ¢6& velmi mala. Je to Zfsobeno zelména pozdni diagnézou,
protoze klinické potizetasto nepoukazuji na karcinom pankreatu. (Ohuchtdal.e 2006)
Karcinom nefastji postihuje hlavu ado, mére ¢asto se vyskytuje v ocasu slinivky&t€ina
nadofi vznika v kandlcich, kudy prochézi pankreatickava. Velmi %idka vznik& nador

12



v buikéach, které produkuji inzulin nebo u &wodu, coZ zpsobi poruchu odtoku Zie.
(Ne¢as et al., 2003; M@k & Matakovéa, 2004; Vortiek et al., 2000)

Od 50. let se vyskyt karcinomu slinivkytidni neustéle zvySuje. VySSi vyskyt je
pozorovén u pacieﬁlt s chronickou pankreatitidou dale uréki, alkoholiki a u lidi
roce ¥ku a od 45 let vyskyt karcinomu vyrazstoupa. 63%fppadi je v dol& diagnézy ukeno
jako primarg pokraiilé onemoceini, pouhé 4,5% jakdasné stadium a 32%ipadi karcinomu
pankreatu je net&no a diagnostikovano a# gmrti. (Klener, 2001)

V roce 1999 byla incidence karcinomu pankreatlb/190 000 obyvatel, to je 5,5%
v3ech now vzniklych nadot a asi 5% v3ech nadorovych umrti. €mcastji se vyskytuje u
mu2. (PetruZelk& Konopéasek, 2003)

C25 - 7H =linivky bfiZni

Wiuoj o Gase
20 r —- Incidence
[ -4 Mortalita

Pocet pfipadi na 100 000 osob

deJ dat DZIS ER

SEEFSSLELESES @é) @&af“b S 0@@&@“@%&@&1@

Analuzovand data: N(inci=d40309, Nimar)=35479 http: A A svod ..oz
Obr. 2: Incidence a mortalita v fa pripadi na 100 000 obyvatel (www.svod.eZC25-zhoubny nador

slinivky bfisni; zpracovano ve spolupraci s UZIR )

2.2.2. Etiopatogeneze

Doposud neni zcela objasra [fesna picina vzniku karcinomu slinivky #8ni. AvSak
vznik karcinomu pankreatuiie byt spojen gadou rizikovych faktat.
Mezi rizikové faktoryfadime:
= Vék (obr. 3) — je to nejsiljSi neovlivnitelny rizikovy faktor obecn stedni ¥k pii stanoveni

diagndzycini 65 let, 80% diagnostikovanych dosahkkw 60 a vice let. Kumulativni riziko
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onemockni pro osobu star$i 75 léini az 1%. Macak & Macakova, 2004Klener, 2001;
Salek, 2004)

C25 = ZH slinivky brfiZni - Incidence
vekowd struktura populace pacienti
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Obr. ¢. 3: Incidence karcinomu pankreatu podi&w (ww.svod.cz - C25-zhoubny nador slinivkiidmi;

zpracovano ve spolupréaci s UZIR)

= Koureni —fadime ho mezi nejsiéjsi preventabilni rizikovy faktor nejen u karcinomu
pankreatu. ZvySuje riziko vzniku karcinomu ve sréawh s nekidky aZz dvakrat. U mu

s minimalrg 35 letou anamnézou kimni dvaceti cigaret dearbylo oproti nekiakim popsano
relativni riziko onemocni 1,46; steji silné kaatky maji po 23 letech relativni riziko zvySené
na 1,84. U exkiaki pomiji riziko karcinomu az po 15 letech abstinerRasivni ki#actvi zatim
nebylo potvrzeno jako samostatny rizikovy faktor.

= Diabetes mellitus — problematika vztahu mezi dialvea karcinomem byla dlouhodob
zdrojem protickidnych informaci. Na jedné strabyl diabetes chapan jako rizikovy faktor pro
nadorové onemoeni, na straé druhé byl povaZovan za jeho nasledek ve smyslu
pankreatogenniho diabetu. V dneSni da® ukazuje, Ze vlastnim rizikovym faktorem je
zvySena postprandialni glykémie, a tedy sniZzen&oglwvd tolerance. Jako promotor
karcenogeneze je ozfwvan inzulin, nadorové fiky exprimuji inzulinové receptory, jejichz
aktivace niZe stimulovat bu&tné dleni. Riziko edstavuje diabetes mellitus druhého typu,
péti a viceleté trvani diabetu dvakrat zvySuje retaitriziko nasledného rozvoje karcinomu.

= Chronickd pankreatitida —tedpoklada se, Ze chronickd pankreatitida indukgeetické
zmeny v tkani a sotasre probihajici hojivy proces vystavuje defektninkwy zargtlivym
rastovym faktofim, vznikd tak abnormalni prdeti, ve kterém hiky stromatu ,@stuji“

defektni populaci bufk a tim usnaitiuji rast naddorovych bugk. (obr. 4)
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« Zivotosprava — strava bohaté na tukgsté pozivani masa, vysoky cholesterol, vysoky body
max index (BMI), nedostatek ovoce a zeleniny mé& takv na vznik karcinomu pankreatu.
(Magdk & Macakova, 2004Klener, 2001; Salek, 2004; Adam et al., 2002)

NORMALNI BUNECNA POPULACE

|® |® |®
& (& &
L SR
FAMNET
= = oytokiny

* reaktivid druby kysliku
(kv lile e I -'.:-'h\ .':.
bunétne potkozent (leyslikoue radikaly
auptena produkeoe
prazanétlhwch
mediatond
{NF-kappaB, COX-2)

IHIBICE APOPTOZY HOJEMI
= - ristovad stimulace
defektni
bunéina populace
abnormaln

mikroprostied|

.HGST. . - - CHROMICKY ZANET
proliferace
alteravans bunéing
populace
KARCINOM

Obr. 4: Vyvoj chronické pankreatitidy az ke karaimo slinivky kidni (Salek, 2004)

= Dedicnost — riziko vzniku jeitkrat vySSi uc¢loveka, jehoz pibuzny nél toto onemocani.
Také karcinom tlustého istva a vajénika u pibuznych pedstavuje vySSi riziko pro vznik
karcinomu pankreatu.

= Molekularni etiologie — karcinom pankreatu je drmsvazovan za primaéngenetické
onemocgni. Na molekularni Grovni je sledovana akumulaceegekych zrn$n v DNA burgk
slinivky. Kumulativni efekt ziskanych mutaci v omgjamech K-ras a Her-2/neu a v tumor
supresorovych genech pgif8~cPNA  n53 DPC4/SMAD4 a BRCA2 se projevi vznikem
nadorového onemoéni. Popisovana je v této souvislosti zvySena aiitélomerasy.Nlacak

& Magakova, 2004 Klener, 2001; Salek, 2004) NeptjSi genetickou abnormalitou
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v pankreatickych adenokarcinomech jsou mutace ¢fenas a delece nebo muta@d3 genu.
Detekce &chto mutaci mize byt pouZzito jako diagnostického markeru préeggni diagnozy

rakoviny pankreatu. (Hiyama et al., 1997)

2.2.3. Klinicky obraz

Casna stadia karcinomu pankreatu jsou bohuZel&&m pripadi asymptomaticka.
Prvni obtiZze spojené s karcinomem slinivky se aljjeaZ v pokrdilém stadiu. B klinickém
vySeteni mizeme zjistit hmatny, nebolestivy&geny Zlgnik. U nadoru hlavy pankreatu, ktera
se vyskytuje fiblizné ve dvou tetinach pipadi, je varovnym giznakem néhle vznikla
hyperbilirubinémie az ikterus. Asi 3 &sice ped vznikem ikteru se objevuje epi- a
mezogastrickd bolesttibha. Nadory dla a kaudy jsou naproti tomu dlouho bezbolestivé.
Bolestmi pat&e se projevuje karcinom kaudy, pacieftsto podiuji tlevu v gredklonu nebo i
»Schouleni se* naificho. (Klener, 2001, 2002) PokiitejSi stadia karcinomu pankreatu provazi
bolest v horni¢asti kicha nebo v zadech, anorexie, hubnuti, dyspepsahost, Unava,
nechutenstvi, ztrata chuti k jidlu, vahovy Ubytek10-20 % nemocnych se vyvine diabetes.
(Klener, 2001, 2002; Koutecky et al. 1989)

2.2.4. Diagnostika a staging

Diagnéza karcinomu pankreatu byv&tSmou pozdni. U nemocnych nachazime
bezbolestny ikterus, hmatny a nebolestivy¢aila (Courvoisierovo znameni), ascites nebo
palpujeme nadorové masy. Zakladnim vigeim je ultrasonografie, jejiz citlivost je 75%,
velmi dilezitéa je také endoultrasonografie zobrazujici déolloZiska na pankreatu a stav
magnetickd rezonance. CT nam také slouZi ke kimuk stagingu onemoémi. DalSi
diagnostickou metodou je endoskopicka retrogradmilangiopankreatografie (ERCP), kdy
pomoci kontrastni latky zobrazujeme &ué a pankreatické vyvodné cesty. Pomoci této
metody niizeme snadno odliSit karcinom pankreatu od nemdlaronemoc#ni, jako je
chronicka pankreatitida. V pankreatickéa® je také mozné sledovat specifickou nadorovou
MRNA, diky které mizeme roviz odliSit karcinom od chronické pankreatitidy. Wdmatorniho
vySeteni stanovujeme nadorové markery — CEA, CA 19-9,50/a DUPAN-2. Tyto markery
nejsou spojeny &snou diagnostikou, ale pomoci nich monitorujemébgr nemoci a
efektivitu I&by. (Klener, 2001; Ohuchida et al., 2006; Adamlgt2902)

Karcinom pankreatu &ime dle pokrdilosti na ¢asné stadium (nddor omezeny na

Zlazu), lokals pokrasilé (inoperabilni nddor) a metastatické. (Klen€&0Q2)
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2.2.5. Terapie

Jedinou v satasnosti potencion&in kurabilni metodou je chirurgicka déa, a to
v pripad, Ze karcinom je resekabilni. Operacézmvyrazg prodlouzit a zlepSit délku a kvalitu
Zivota pacienta. Radikalni resekce se pogdauze u 20% pacieintu ostatnich je onemoémni
velmi rozsahlé, neoperovatelné, nebo se prokazstéty. Pouze 20% paciént kterych byla
provedena radikalni resekce, Zije 5 let po opergalam et al., 2002) U 70-80% paciént
dochézi klokalnimu relapsu,figinou miZze byt nekompletni resekce tumoru, vzdalené
metastazy nebo peritonealni karcinosa. (Vogel .e2807) Samostatna radioterapie sectdé
karcinomu pankreatu S nepouziva, jelikoz hiky karcinomu pankreatu nepatzrovna
k radiosensitivnim a navic ¥ané blizkosti slinivky leZi kolik dulezitych orgaf. Uplatiuje
se spiSe v kombinaci s chemoterapii. Chemoterggm&va v podavani kombinace cytostatik.
Z&kladnim cytostatikem je 5-fluorouracil kombinovas mitomycinem, cisplatinou a
s gemcitabinem. Je také zkouSena &¢xkkombinace (5-fluorouracil, leukovorin, karboplatiaa
epirubicin), ale pouze s parcialni regresi u 15%moenych. Stale se hledaji i jinécébné
moznosti, nap aplikace flutamidu nebo aplikace inhibiiomatrixmetaloprotedz. (Klener,
2002; Klener, 2001)V s@asnosti se stava rogsnou metodou biologickadba, ktera fi 1écheé
karcinomu pankreatu zatim nedosahuje pozitivnigiedki v Klinickych studiich. (Safanda
Oliverius, 2008)

Na sledovani pacieintpo ukoreni l&by jsou proticlidné nazory, protoZz€asna
diagndza relapsu nezlepSuje prognézu pacienta. ibégrma kontrola se provadi prvni rok po
léc¢be v tiimésicnich intervalech. (Adam et al., 2002)

Karcinom pankreatu byvé&asto doprovazen exokrinni i endokrinni pankreaticko
nedostaténosti. Vhodna je kba pankreatickymi enzymy nebab@ inzulinem, ktera zavisi na

stupni poruchy sacharidové intolerance. (Klene120
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3. Polymerasovaretézova reakce

Metodu polymerasovéetizové reakcgpolymerase chain reaction - PCR) objevil pro
vznikajici s¥t molekularni biologie Karry B. Mullis, kdyZ v roc&983 gisel na mySlenku
exponencialni amplifikace DNA. Tato technika bylapp/é gedstavena odborné iegnosti
v roce 1985 a v roce 1988sopis Science jmenovaésgjni molekulu PCR Faq polymerasu —
molekulou roku. V roce 1991 se metoda PCR jiZz pealai po celém s¢¢ v riznych oborech
jako medicina, molekularni biologie, kriminalistik@bo biochemie. V roce 1993 ziskal Karry
B. Mullis Nobelovu cenu za objev PCR. (www.biolagtergets.com)

PCR umo#uje amplifikovat zvoleny uUsek DNA, vymezeny vazbodvou
jednovldknovych oligonukleotid tzv. atek, primefi. VyuZiva vlastnosti termostabilnich DNA
dependentnich DNA-polymeras, které byly izolovanytermofilnich bakterii, Zijicich
v podminkach extréninvysokych teplot. Tyto DNA-polymerasy optimalpracuji i teplog
72°C a snaSeji i kratkodobé teploty nad 90°C. Saioeakce je kontrolovana cyklickymi
zmenami teplot, které se opakuji, a probiha standavdriech krocich:

1) zahati na 94°C - 96°C, cozZ vede k denaturaci temp&iMA

2) ochlazeni na annealingovou teploty, primeti (30°C - 65°C), to umozni jejich vazbu
v mis€ komplementéarni sekvence templatové DNA

3) opétovné zakati na teplotu 65°C - 75°C, kdy ma termostabilniyp@rasa optimalni
podminky pro syntézu novéhettzece DNA ve siru 5— 3" podle denaturované
templatové DNA (Raclavsky, 1999; Smarda et. al050

S kazdym krokem se pet produkiéi za optimalnich podminek zdvojnasobi, proto tuto
reakci oznéujeme jakaettzovou. (Raclavsky, 1999)

Rychlost samotné PCR zaleZzi na délce syntetizowangtoduktu, vykonnosti
polymerasy, optimalnich teplotnich podminkach avievnéna kvalitou pouZitého termocycleru

(pristroj, ktery cyklickytidi zmenu teplot ve zkumavce). (Réclavsky, 1999)

Na vytznost a pesnost PCR maji vliv:

a) aneallingova teplota - tato vazebné teplota printgr méla byt @iblizné stejna pro oba
primery

b) koncentrace iorit Mg** - spravna koncentrace Kfgovliviiuje vy&Znost a specificitu
reakce

c) kvalita a koncentrace primer- vysokd koncentrace ke zapicinit tvorbu
nespecifickych produltt naopak nizka koncentrace sniZuje citlivost reakce

d) pocet cykh - s p@tem cykli se zvySuje riziko amplifikace nespecifickych pritiu
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e) kvalita a kvantita polymerasy — zvySena koncentpagmerasy také vede ke tvérb
nespecifickych produlit naopak nizka koncentrace snizuje citlivost regktaskovec,

2004)

PCR je v sotasnosti zakladni a nepostradatelnou metodikou rat@e biologickych
laboratdi a mé Siroky rozsah pouZzitelnosti. VyuZziva genpgx. pii DNA profilovani, k detekci
dedicnych chorob a specifickych polymorfisik prenatélni diagnostice, k detekci virove,
bakterialni a houbové infekcti kontaminaci, ke klonovani gén cilené mutagenezi a
kvantifikaci nukleovych kyselin, v soudnim Iéktvi a kriminalistice pro identifikaci osob,
v zengdélstvi a v potravingstvi v souvislosti s geneticky modifikovanymi pafirrami a

v mnoha dal3ich oblastech lidsk@nosti. (Smarda et. al., 2005)
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4. Reverzré-transkriptasova polymerasovaretézova reakce

Reverzg-trankriptdsova polymerasovatzova reakce (RT-PCR) je metoda s nejvyssi
senzitivitou pro detekci a kvantifikaci RNA, ktejgd v sodasné dob pouzivana. V porovnani
se d¥ma dalSimi pouzivanymi technikami pro kvantifikd®NA — Northern blot a Rnase
protection assay, fiie byt RT-PCR pouZita k analyze RNA z velmi malémaoZstvi vzorku,
umozni dokonce amplifikaci RNA z jedinéiky. (www.ambion.com)

Prvnim krokem RT-PCR je igpis, reverzni transkripce, RNA templatu do
komplementarni DNA, cDNA, a naslednd amplifikaceNéD Reverzni transkripce vyZaduje
pouziti specializovanych RNA-dependentnich DNA pudyas, kteréiepisuji RNA na cDNA.
(Bustin, 2000; Smarda et al., 2005)

Mezi béZzr¢ pouzivané reverzni transkriptasy ifpaeverzni transkriptasy odvozené z
viru ptai myeloblastosy (AMV) a Moloneyho viru mysi leuké@mi(MMLV). AMV
transkriptasa se vyzdtaie polymerizani aktivitu i pi vysSich teplotdch a to az do 55°C.
Vysoké teploty @i polymerizaci eliminuji sekundéarni struktury RNAMMVL reverzni
transkripatasa ma vyznaghmensi aktivitu RNasy H nez AMV transkriptasa. (8us2000)
RNasa H je ribonukleovy enzym, ktery degraduje RNRNA-cDNA hybridu, coZz mzZe byt
nezadouci f syntéze prvnihdetzce cDNA. (Steffen et al., 1999)

Reverzni transkripce se dle typu pouZzitého enzghbuykle provadi mezi 40°-50°CiiP
téchto relativé nizkych teplotdch mohou vznikat nespecifické pkigueakce, jelikoZ fesnost
zpétné transkripce RNA na cDNA je pe@émmé nizka. Dochazi k nespecifickému nasedani
primeri a v @gipad velmi nizké koncentrace templatu dochazi k inhib&akce. Velkym
problémem jsou také sekundarni struktury RNA. (Bu£005; Smarda et al., 2005)

Pti reverzni transkripci fizeme pouZzit specifické primery, nahodné hexamebo ne
oligo-dT primery. Pouziti specifickych oligo-dT prefi selektuje mRNA molekuly z celkové
RNA s nadbytkem hlavn ribosomalnich rRNA. Pouzititznych tyg primei miZze byt
pti¢inou vyznamnych zgm ve vysledném pgidu kopii mRNA. (Bustin, 2000)

Reverzni transkripce z RNA do cDNAiie v zasa& probihat déma zgisoby:

1) one tube - jednoduch& technika: vjedné zkumavadxhne sério¥ za sebou
reverzni transkripce a poté PCR. Tato technika matizuje riziko kontaminace
tim, Ze reverzni transkripce a PCR probiha v jegkugnavce najednou.

2) two tube - sepatami technika: vjedné zkumavce n#éje prokthne reverzni
transkripce a v dalSi zkumavce poté PCR. Velkouod@ této metody je zisk

cDNA, kterd niize byt uchovana dlouhodébrok az dva, skladovana pro dalsi
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pouZiti. Po reverzni transkripci probiha PCR tak, pylo popsano vySe. (Bustin,
2000)
RT-PCR se pouzivd ke studiu genové exprese, kdadlidat ziskanych z DNA
microarrays, k analyze sekvence RNA, k diagnézeskimich chorob nebo genetickych
onemocgnich. (Steffen et al., 1999)

4.1. Primery

Pro Gspsné provedeni PCR je &tivé pouziti spravnych primierPredré bychom rnili
znéat sekvenci, kterou chceme amplifikovat, analgtoMegastji se pouZivaji primery o délce
cca 20bp. Na konci primeru by se rigyrnvyskytovat navzajem komplementarni Useky, jibgk
doslo ke spojeniéthto komplementarnich Gsiela primer by vytvél tzv. vlasenku, hairpin
(obr. 5). Také mize dojit ke vzniku dimérsparovanim dvou primémavzajem. (obr. Spokud
je vznikly dimer pilis stabilni, nfize jeho tvorba ifgvazit nad nasedanim primeru na

templatovou DNA a inhibovat tak vznik specifickéBG@R amplikonu. (Raclavsky, 1999)

&

Obr.5: Vlasenka a primerovy dimer (Raclavsky, 1999)

Misto nasednuti primeru &uje, od kterého mista a kterym &em se z&na
syntetizovat komplementarni vidkno DNA. Hdiroe o tzv. extenzi primeru (prodluzovani
primeru gidavanim dalSich nukleotidna 3"-konci). Kdybychom pouZili pouze jeden primer
doSlo by k syntéze pouze jednoho templatového dlakmikla by jen jedna kopie a nedoSlo by
tak k pozadované amplifikaci produktu. Ta je z#&jist pouZitim dvou protisénnych primet,
které nasedaji na komplementérni sekvence ve @voplatovych vlaknech. Templatovéa vliakna
vznikaji denaturaci dvojvidknové DNA a primery natot vlakna nasedaji v protisme
orientaci. (obr. 6) Po opakovanych cyklech denatira nasedani primenznikaji produkty,
které dale slouzi jako templaty pro novy cyklusagkiovec, 2004; Raclavsky, 1999; Smarda et
al. 2005 )
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Obr. 6: Nasednuti primeru na templatové DNA (Stowéh 1998)

Pro usgSnou amplifikaci je dale dobré optimalizovat ré&akpodminky, jako najklad
teplotni profil, pondry mezi primery a mnozstvim DNA v reakci, koncentraukleotidi,

horecnatych kationi a polymerasy. (Raclavsky, 1999)

Pri navrhovani primer pro standardni RT-PCR byéha byt dodrZzena nasledujici pravidla:

1) Primery a préba by nefty piesahovat f&s sebe.

2) Ideélni délka amplikonu by ¢fa byt mezi 75 — 150 bp.

3) Obsah GC bazi by ¢hbyt mezi 30 — 70%.

4) Vyhnout se sekvenci identickych nukledtid ne vice jaktyii G za sebou.

5) Zjistit, zda primery a proba netticdimery nebo vidsenky.

6) Délka sekvence primeru byéha byt 20 nukleotid a délka préby by ne#ta byt delSi nez
30 nukleotid.

7) Tmpréby by nela byt mezi 68 — 70°C a,I primeru mezi 58 — 60°C.

8) Na 5°konci préby by se neily vyskytovat G baze.

9) Poslednich & bazi na 3’konci by netto obsahovat vice nez 8¢ nebo G. (Steffen et al.,
1999)

4.2. Termostabilni polymerasy

Termostabilni DNA dependentni DNA polymerasy jemzymy pochézejici z bakterii,
Zijicich v extrémnich podminkach, raps hloubce m#i pobliz Usti podmiskych sopek,
v pramenech horkych az 100°C. Tyto polymerasy wkaz/sokou enzymatickou aktivitu i po
dlouhé expozici vysokym teplotdm. Nafgji pouzivana termostabilni polymerasa Taq,
pochazi z eubakteri@hermus aquaticus. Mezi dalSi pouZivané polymerasy ihafTht (z
eubakterie Thermus thermophillus), Pwo (izolovana z hypertermofilni archelyrococcus
woesei), Pfu (ziskané z hypertermofilni archeobaktétgococcus furiosus). (Bustin, 2002)

V souwasné dob se Tag a Pwo DNA polymerasa vyrabi pomodt.coli ve formg

rekombinantnich enzyim Pwo DNA polymerasa ma 355 exonukledsovou aktivitu, ale nema
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5"—3 exonukledsovou aktivitulag a Tht DNA polymerasy postradaji 35 exonukleasovou
aktivitu, ale maji vysokou 553" polymer&ni aktivitu a 53 exonukledsovou aktiviturht
DNA polymerasa ma vysokou vhif reverzni transkriptasovou aktivitu, tato akavije
mnohem vySSi nez aktivita DNA polymerasy Ewcoli neboTaq DNA polymerasy. Pro real-
time PCR reakci s pouzitim hydrolyzdch sond typu TagMan je nutné, aby pouZité
polymerasy ily 5'—3 exonukleasovou aktivitu. (Bustin 2002; Stefferalet1999)

23



5. Real-time reverzré-transkriptazova polymerasovaietézova reakce

Principem real-time PCR je rychlé gepné zaznamenavani vznikajicich PCR pragukt
zaloZzené na stanoveni &ny intenzity fluorescetniho z&eni kEhem amplifikace v kazdém
cyklu PCR. Naitstajici fluorescence odpovida wgtajicimu mnoZstvi amplikonu ve vzorku. Je
to vysoce citlivd metoda, ktera vipact detekce minimalni reziduélni choroby umuoje
detekci az 1 nadorové tky mezi 10 miliony bitkami nenadorovymi. (Bustin, 2005, Smarda
et al., 2005)

Pro znaeni primefi a hybridiz&nich sond se pouZzivaji specifické fluorofory. Tyto
fluorofory emituji s¥tlo urcité vinové délky po fedchozi absorpci stta odliSné vinové délky.
Emitovana vinova délka stla je vZdy vySSi neZ absorbovana. Dvojitiorescetiné znaené
sondy obsahuji zhaSe(Smarda et al., 2005)

Zhase prijima energii z fluoroforu a ztraci ji dma zgisoby:
= mezi zhaS&em a fluoroforem je uzagn kontakt a energie je vydana ve forepla,
= zhaSeni je dosaZenteposem energie fluoresae rezonanci (fluorescence resonance energy
transfer — FRET), kde fluorofori@nasi energii ke zh&Sgektery uvolni energii ve forghswtla
0 vysoké vinové délce. (Bustin, 2002)

Pri kvantitativni real-time PCR provadime detekcikajicich amplikor nasledujicimi
technologiemi:
= Specificka DNA barviva — tato metoda je zaloZemavazl specifického interkataiho
fluoresceriniho barviva (nafpp SYBR Green) do vznikajici dvojSroubovice DNA. Bap ma
ve volné forng nizkou intenzitu fluorescence, avSak v navazanén&oje intenzita jeho
fluorescence mnohonasabwy3si. Bhem PCR stoupa mnoZstvi navazaného bandivezpiku
dvouvldknové DNA. (Bustin, 2000) Barviva, ktera\s&ou na DNA, nemohou byt pouZita u
multiplexnich PCR reakci, protoZze neodliSi od sepecifické produkty ani event. vzniklé
nespecifické produkty.
= Sondy typu TagMan — vazi se na imitast amplifikované sekvence, kde jsou hydrolyzovany
Taq polymerasou jeji 5'exonukleazovou aktivitou. Dojde k ukmmi zhaSeni a emisi specifické
fluorescence.
= Molekularni majaky (molecular beacons - MB) — jstw oligonukleotidy vytvéejici
sekundarni strukturu vlasenky. Obsahuji zh&Sergrdfor, jehoz fluorescence je obnovena po
vazl® na sekvenci. Podstatou detekce je stajSiirvazba MB k cilové sekvenci nez volna forma
MB.

» Scorpion$ — jsou to oligonukleotidy obsahujici PCR-primewétentré vazany k hybridizani
sond. Molekula obsahuje fluorofor, ktery interaguje @&S€em. Po dokogeni cyklu dojde
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k intramolekularnimu feskupeni ,Skorpionu” vigsledku hybridizace sondy k cilové sekvenci.
Fluorofor se oddi od zhaSe&e, dojde k emisi sitelného signalu.

« AmpliFluor™ — je to detetni systém zaloZeny na inkoporaci fluorestgnznaieného
primeru s vlasenkovou srélyou do produktu PCR. Fluoreseam signdl je tvéen tehdy, je-li
poruSena sekundarni struktura primerthdm syntézy druhéhoettzce. Dojde k od&eni
fluoroforu na 5°konci primeru od zh&®&evazaného ve igdni ¢asti primeru. AmpliFluor -
primery jsou univerzalni a mohou pracovat s jinyminery.

= LUX — tato technologie vyuziva dva primery, aleupe jeden je fluorescémé znaeny.
Zhaseni je zajigho sekundarni strukturou vidsenky idtgmnosti paru dG-dC nebo dC-dG na

3’konci. K emisi fluorescence dojde po prodloufeitheru. (Smarda et al., 2005)

25



PRODLQUZEN]
PRIMERU

HYBRIDIZACE
PRIMERU
—_————

DENATURACE

matricova
DNA
‘ kyaninove
‘ barvivo
DENATURACE HYBRIDIZACE PRODLOUZEN[ PRIMERU "‘
PRIMERU A SONDY ADEGRADACE SONDY
ho
hybridizacni
sonda —_—
"TagMan" .rrﬂ'
DENATURACE HYBRIDIZACE PRODLOUZENI
PRIMERU A SOND
i . o ‘l"l-n-p FRIMERU
matricova 3
DNA
Pt FRET
D) DENATURACE HYBRIDIZACE PRODLOUZENI
: mo%?ku|ém[ PRIMERU A‘?ONDY FRIMERU

“majak matricova

DNA

{\.‘—fV M

PCR
PCR § PRIMERY 1A
S PRIMERY 1 A2 AMPLIFLUOR

HYBRIDIZACE PRODLOUZENI
PRIMERU PRIMERU

. M—)

HYBRIDIZACE PRODLOUZENI DENATURACH
PRIMERU " PRIMERU A PRESKUPENI

e et

ek R e A PR T R T B e TR e e Lol TS EE T

 DENATURACE

matricova
DNA

Obr. 7: Technologie pouzivané pletekci produki kvantitativni PCR. A) Fluorescéni barvivo vazajici
se na DNA. B) Technologie TagMan. C) Fret mezi fbfory nesenymi déma sondami. D) Molekularni
majéky. E) Technologie AmpliFluor. F) TechnologigX. G) Scorpion. (Smarda et al., 2005)
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Kvantifikace m& vyznamip studiu genové exprese, diagnostice patagerklinické
diagnostice pro genotypizai analyzu bodovych mutaci, deleci nebo chromozgetoaberaci,
pii detekci minalni rezidualni chorobyfipdetekci genetickych zém nejen v nadorovych
buikach a k detekci bakterialnich a virovych onenéméch. (Smarda et al., 2005)
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6. Molekularni detekce cirkulujicich nadorovych burgk

Maligni nadory vychazejici z epitelialnich tkasbj nefasgjsi formou nadorového
onemockni v zapadnich zemich. (Pantel et al., 1999)¢adjSi solidni tumory odvozené
z epitelidlnich tkani jsou karcinomy prsu, prostatlc a kolorekta. (Riethdorf et al., 2008) |
pies obrovsky pokrok v &b¢ onkologickych onemoemi, vSak Astdva mortalita stale vysoka.
Pokrok v I€b¢ je v sowasnosti obech nejlépe vidt na pordru stale rostouci incidence
nadorovych nemoci, avSak stagnujici mowalitMortalita je stale vice spojena se vznikem
vzdalenych metastaz, které se objevi &ieln nebo po sk@eni protinddorové by, avSak
nejsou diagnostikovatelnécase primarni diagnozy. Riziko vzniku metastdz sedi@&adnout
pomoci statistickych dat, které vychazeji z ddako je velikost primarniho tumoru, postizeni
lymfatickych uzlin, gradingu, angioinvaze apod. Nemostikovatelné mikrometastazy mohou
ptispét k neuspchu primarni léby tim, Ze Iéba je podhodnocena, coz vede ke zhorSeni
prognézy pacienta. V soasnosti neexistuje standardni metoda pro detekeomietastaz nebo
okultnich nadorovych bwhk. Pokud by existovala, bylo by moZné identifikovyadcienty
s vy88im rizikem vzniku metastaz, na které by sdlam@angiit adjuvantni chemoterapie,
urcena primar k eliminaci zbylych, okultnich nadorovych hkikn A naopak by bylo mozné
identifikovat pacienty s nizkym rizikem, u kterybly bylo mozné se vyhnout podani drahé a
¢asto velmi zatZzujici chemoterapie. (Pantel et al., 1999)

Pritomnost okultnich nadorovych btknhu solidnich naddr se vySetuje ve vzorcich
periferni krve, kostniignt nebo lymfatickém systému, kdaide gitomnost échto nadorovych
burgk predpowdét recidivu nemoci, ovlivnit volbu Eebné modality aigdpovdst prognozu
pacienta. (Pantel et al., 1999; Wang et al., 2006)

Pro detekci okultnich nadorovych Rknize pouzit gkolika metodik, které se mezi
sebou [iSi specifitou, pracnosti, cenou a htagenzitivitou. Senzitivita metody je vtomto
principu real-time RT-PCR, které umuaji detekci az jedné nadorovériy mezi 10 miliony

buikami nenddorovymi. (Bustin, 2000; Pantel et al99)9

6.1.Cirkulujici nddorové hiky (CTC) a metastazy

Metastazy se rozvijeji u velkéasti onkologickych paciettt Tento fenomén je
piipisovan cirkulujicim nadorovym likam nebo malym buwidnym klasttim. Cirkulujici
nadorové biikky pochazeji z primarniho tumordea chirurgickym zdkrokem a jsme schopni je

detekovat viiznych c¢éstech dla pacienta. Klastry jsou definovany jako shlukkalika
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nadorovych buék a jsou nazyvany také jako cirkulujici nadorovénmémbolie, které maji
vysoky metastaticky potencidl. (Tsouma et al., 2008

Sowasné studie potvrzuji maligni charakter cirkulgficinAdorovych butk a jejich
genetickou fibuznost s primarnim tumorem. Proces tvorby mezas#arékolik kroki: migraci
nadorovych bugk pochazejicich z primarniho tumoru, intravasastyp do cévnih@edist),
cirkulaci nddorovych bugk v krvi, extravasaci (vystoupeni z krevnikeist¢ a zachyceni na
organu), angiogenezi (tvorba nového cévniho systéwiy musi dojit k zasobovani metastaz
kyslikem a dalSimi latkami piabnymi pro fist), proliferaci a formaci metastaz. (Tsouma et al.
2008)

Cirkulujici naddorové htky metastazuji do orgén které maji specifické prastdi
vhodné pro tyto nadorové fky. Tato hypotéza byla poprvé Zegena jiz v 19. stoleti
Stephenem Pagetem, nazval ji hypotézou ,semenédg‘.pJeho hypotéza mé&i tprincipy.
Prvnim principem je geneticka rozdilnost nadorovigarek, buiky maji rozdilny metastaticky
potencidl. Druhou podminkou je, Ze vSechny metgstaasi projit metastatickym procesem.
Kazda z metastaz takude byt origindlem. Zaiéti, metastdzy se uchyti pouze v okoli organu,
ktery mé pro metastazy specificky antigen (Tsoutad.£2008)

Cirkulujici nadorvé biky je moZné detekovat ¥le pacienta az &kolik let po
kompletnim odstrami nadoru. (Riethdorf et al., 2008)

6.2. Detekce cirkulujicich nadorovych kn

Jednoznéna identifikace a charakterizace cirkulujicich méadgch burtk v systémové
krvi a v kostni dleni vyZaduje extrénincitlivé a specifické metody. (Alix-Panabiéres &t a
2008). V souasnosti se pro detekci minimalni rezidualni chorolyuziva rkolik metod
s miznou citlivosti. Mezi nejasgjSi metody pdaf imunohistochemické metody a metody
molekularni biologie. (Wolfrum et al., 2005; Riethrtlet al. 2008)

Pri imunohistochemickém barveni gasto pouziva koktailiznych protilatek (CEA,
CK, mAb, AE1/AE3). Kombinace a druh protilatek zgivha histologickémvodu tumoru a
také na tom, zda-li detekujeme minimalni reziduahoérobu v kostni igni, v peritonealni
lavazi nebo v krvi. (Wolfrum, 2005)

K detekci cirkulujicich nadorovych bék se Siroce vyuzivd metoda PCR. (Tsouma et
al., 2008) Nevyhodou PCR metod je nemoznost ponaiiorovych butk k dalSim analyzam.
Buiiky nejsme schopni morfologicky odliSit a identifikd je. Metody vyuZivajici ke své
analyze DNA spoléhaji na detekci znAmych mutacionetethylaci v nddorovych hkéach.
(Riethdorf et al., 2008) Mezi mutaci, kterou vyugjivmolekularg biologické techniky, pai

K-ras mutace vyskytujici se ngjtéji u pacienti s nadory pankreatu. PCR analyza K-ras mutace
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slouzi jako prediktivni faktor rekurence onem&anu paciel s nadorem pankreatu. (Wolfrum
et al., 2005)

DalSi metodou, ktera se pouzivd pro detekci cijieith nadorovych butk, je
imunocytometrie a fitokova cytometrie. Imunocytometrické metody vyufiymotilatek proti
cirkulujicim nadorovym bikam. (Tsouma et al., 2005). Cirkulujici nadorovékyupomoci
imunocytometrie detekujeme v kostrtedi pacieni s karcinomem plic, prsu, prostaty, Zaludku,
kolorekta, pankreatu nebo s neuroblastomem. (Vetgal., 2007)

Detekce a zarowecharakterizace cirkulujicich nadorovych Bkiprinasi informace o
prabéhu pacientovi nemoci a &uje tak jeho individualni progn6zu, moznogasného zachytu
relapsu, zarovedochazi k rozliSeni paciegnpro adjuvantni terapii, identifikaci terapeutickyc
cila a monitorovani protirakovinné terapie. (Riethdetral., 2008; Alix-Panabiéres et al., 2008)

V8echna ziskana data davaji novy biologicky a maéki pohled na vyvoj metastaz u
pacienti trpicich rakovinou. LepSi pochopeni metastatickgtaresu vede k objeveni novych

terapeutickych cil pro onkologicky nemocné pacienty. (Alix-Panabiéeal., 2008)
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7. Telomerasa

Telomerasa je ribonukleoproteinovy enzym, ktergh@vni na konci telomer. (Suehara
et al., 1997 a; Suehara et al., 1997 b) Telomenki konce chromozoiha jsou vyznamné pro
stabilizaci a ochranu chromozémpied jejich vzajemnymi fazemi, exonukleolytickou
degradaci, pro spravnou mitotickou a meiotickouas®@ sesterskych chromatid a chrani
chromozomovy konec tpd jeho degradaci. Lidské telomery jsouitny rekolika tisici
kopiemi repetitivni nukleové sekvence (TTAGGG). dmalnich bikach je jejich délka mezi
7 az 13 kb. S kazdym b&tnym clenim dochazi ke zkracovani délky o 50 — 100dmzZ se
sniZuje replik&ni potenciél dané lily. (Lam et al., 2000; Kota2003; Gertler et al. 2004)

telomera

télo chromosomu

replikace DNA
L kratkd telomera

(e i

-~ =
stérnuti S aktivace
a krize ~~s telomerdzy

Ty T P e S L N o f o

imortalizace

Obr. 8: Znazor#éni funkce telomerasy. Aktivita telomerasy braniadavani telomer a tim i b&nému

starnuti; naopak umaaje permanentni bétinou proliferaci (Klener, 2002)

Telomerasa je DNA-dependentni RNA polymerasa. lAdsomerasa ke své funkci
vyuziva rgkolik podjednotek: lidskou telomerasu reverzni shaiptasu (hTERT), RNA
podjednotku (hTERC), protein asociovany s telonara$(TR) a dalSi asociované proteiny
jako dyskerin, NOP10, NHP2 a GAR1. (Zhou et al. 20Carroll & Ly, 2009) RNA
podjednotka slouZi jako templat pro syntézu telackgch repetici, je nezavisla na aktivit
katalytické podjednotky. Proteinové komponenty nedoasy reguluji jeji katalytickou aktivitu
pii syntéze telomerickych kofc (Suehara et al., 1997; Tsouma et al., 2008)

V kmenovych a zarodeaych buikach je dlezité, aby jak daenné, tak matiské buiky
mély dostaténé dlouhy replik&ni potencial, ktery je dany délkou jejich teloméde je aktivni
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enzym telomerasa, ktery zajige prodlouzeni telomer, tim ziskavanka ,nesmrtelnost”.
(Kolét, 2003) Telomerasa je aktivni nejen v zatogeh buikéach, ale i ve zdanlévkonegng
diferencovanych hikach, jako napklad v lymfocytech periferni krve. (Lam et al.,(f)

Buns¢né smrt je typicka pro normalniitky, je to limitujici schopnost bék dale fist a
délit se, zarové umoiiuje udrzovat homeostazu lidskéhidat Ke zkracovani telomerébné
dochazi Bhem bugéného cyklu¢imz buiky starnou. Dojde ke zkraceni telomer na ,kritickou
délku“ a buiky vstoupi do replikativni senescence. Nadorovékbupotiebuji udrzet s§j
proliferatni potencial na vysoké Urovni a zachovat své tefgnamstaténé dlouhé. Jednim
z mechanisrin jak toho nadorové kiky dosahuiji, je zvySena telomerasova aktivita. (Bhal.,
2000; Gertler et al., 2004 )

ZvysSena telomerasova aktivita byla detekovana v 8béskych nadal, nap.

v karcinomu pankreatu, plic, Zaludku, tlustéhi@wh, prsu, mového néchyre, neuroblastomu
a hepatocelularnim karcinomu, a t@gevsim ve fazi hlavnihd@stu tumoru. Nejenom z tohoto
divodu se na telomerasu z&ito védecké Usili jako na potencionalni prognosticky reaik cil
protinadorové terapie. (Lam et al., 2000; YajimaletL998)

Vysledky poslednich studii navrhuji pouziti teloasyr jako diagnostického néstroje pro

véasnou diagnostiku karcinomu pankreatu. (Ohuchi@h €2006; Zhou et al., 2007)

7.1. Lidska reverzni transkriptasa telomerasy

Lidska telomerasova reverzni transkriptasa (hutedomerase reverse transcriptase,
hTERT) je jedna podjednotka telomerasy skladajiei z& sedmi reveznich transkriptas
dulezitych pro enzymatickou aktivitu. Druhou podjetkou telomerasy je vlidkno RNA
(hTERC), ktera je templatem pro syntézu telomericigetice. (Gertler et al., 2002; Caroll
&Ly, 2009)

C konec enzymu je kréatky, odliSeny od ostatndéisti, ale jeho funkce neni zcela
objasrgna. Naopak T konec se skladaekalika evoliné zachovanych jednotekikZitych pro
burg¢nou lokalizaci hTERT, RNA interakci, protein-prateimultimerizaci a enzymatickou
funkci. Dale obsahuje tzv. pseudoknailekity pro telomerickou aktivitu, spravnou vazbu
hTERT a hTERC RNA dimerizaci, zatimco Box H/ACA deama je dleZita pro stabilitu RNA.
(obr. 9) (Carol& Ly, 2009)
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Obr. 9: Holoenzym telomerasy ukazujici jednotliésti enzymu: hTERT, hTERC, dyskerin, NOP10,
NHP2 a GARL. (Carok Ly, 2009)

CR4-CRS5 domain
t"\ I’ \—/-\

Pseudoknot
domain
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Inhibice hTERT vede ke zkracovani telomer a lipaitdéleni burgk. Exprese hTERT a
aktivace onkogeh large-T a H-ras jsou zodp&né za maligni transformaci v lidskych
epitelialnich tkanich. (Gertler et al., 2002)

7.2. Struktura telomer a Shelterin komplex

Chromozomové konce se skladaji zdlouhého d@esaghujiciho vlakna
obsahuijici repetitivni sekvence TTAGGG. Toto sléjenschopné rozpoznat zlomy v DNA a
opravit je nebo poslat kikiu do apoptdzy. Dlouhou jednovliaknovou sekvencirzado sebe a
vytvori tak T smyku. Tato struktura se formoje pomoci 6 protemvanych Shelterin komplex,
ktery s telomerickou DNA vytwa celou nukleoproteinovou strukturu pojmenovanokoja
telomery. Shelterin komplex je sloZen z dvouvlald®@®NA vazajici proteiny TRF1 a TRF2,
vazebnych partn@TRF2 a RAP1, jednovlaknové DNA vazajici proteinTRGx dvou proteit
tvoricich mistek TIN2 a TPP2. (obr. 10) Funkce Shelterinskébmpexu nespéiva jen
v ochrag chromozomovych korig ale také v regulaci telomerickych kdnc(Caroll &Ly,
2009)
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TIN2

TRF1 TRF2/Rap1

Obr. 10: Shelterin komplex (CardlLy, 2009)

7.3. Telomerasa jako diagnosticky marker u karcun@ankreatu

Byly nalezeny vyznamné rozdily v expresi hTERT wckaomu pankreatu, sekundarni a
chronické pankreatitidy a IPMN (indtraduktalni gapi mucinézni neoplasma). Vysledky
studii, které jako vzorek pouZivaly pankreatick6anvél, ukazuji, Ze rozdil exprese hTERT mezi
IPMN a karcinomem pankreatu je mnohem vy33i, neZi ksgcinomem pankreatu a chronickou
pankreatitidou. Exprese hTERT ve vzorcich padiestchronickou pankreatitidou neni
zpasobena faleSnou pozitivitou, ale éhto vzorcich se nachazi aktivované lymfocyty nebo
hyperplastické epitelidini iy vykazujici vysokou expresi hTERT. Totoike byt gicinou
Spatné diagnozy pacienta. Tomuto problému &2eme vyhnout izolaci cilenych epitelialnich
burgk ze vzorku pankreatické&’'&y pomoci sortovani. Kvantitativni analyza hTERRNA
pak mize byt uzitéend @i diferencialni diagnostice karcinomu pankreatienébhu chronické
pankreatitidy. (Ohuchida et al., 2006)

Zhou et al. detekovali telomerasu v 87% chirurgitd¢enych pacierit s karcinomem
pankreatu, zatimco v sousednich tkanich byla deéi telomerasa pouze v 10%pad.
Aktivita telomerasy je tak detekovana i éegnych stéadii karcinomu pankreatu, kde tyto tumory
nemohou byt detekovany jinymy metodami. Stava &esteadno dostupnym diagnostickym
markerem. (Zhou et al., 2007)

7.4. Zesileni aktivity telomerasy (TRAP)

Ohuchida a spolupracovnici (2004) poukazali naymiatickou uZzitenost detekovat
telomerasu v pankreatickych vzorcich pouZzitim migod@RAP (telomeric repeat amplification
protocol) za pouZiti velmi malého mnoZstvi pankmdt $avy. Principem TRAP metody je
dvoukrokovy proces. V prvnim kroku je znamy prim@rodlouzen tznymi pdty

telomerického opakovani. Tento krok probifa3D°C po dobu 45 min. K prodlouZeni dojde,
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pokud vzorek obsahuje telomerasu. Ve druhém kraahdizi k obarveni nebo ozeai tohoto
prodlouzeného telomerasového produktu a jeho det@hbuchida et al., 2004; Vezzosi et al.,
2005; Seki et al., 2001)

Hlavnim problémem standardni TRAP metody bylo, 3&adovala radioaktivni
znaeni. Byla také zkouSena detekce TRAP produktu rgakrylamidovém gelu s GelStar a
SYBR Green barvenim, které maji vysSi citlivost ba#veni s ethidium bromidem, avSak ani to
nevedlo k Usgchu. Hirose et al. objevili hybridiZai protekni analyzu (HPA) a zkombinovali
ji sTRAP (TRAP/HPA). Tato metoda je jednoduchachig, citlivA a pouziva se pro
kvantitativni n&ieni telomerasové aktivity malych mnoZstvidkenych tkdovych vzork.
(Ohuchida et al., 2004, Seki et al., 2001)

7.5. Detekce hTERT v malignich a benignich nadoeepbuZité metody

Seki et al. detekovali vysokou expresi hTERT8%®Badenokarcinomu pankreatu a v
17% chronické pankreatitidy, ale ne v normalnichkaich. (Seki et al., 2001)

Seki et al. vySeéili 36 pacienti, vzorek jejich pankreatick&dvy byl ziskan a zpracovan
podle Hiyama et al. (1997). K amplifikaci a detekRGERT bylo pouZito RT-PCR. RNA byla
izolovana pouzitim IsoGenu (Wako, Osaka, Japamnaopi RAV-2 reverzni transkriptasy byla
syntetizovana cDNA. Byly pouzity primery 5 -AATGCARGCTCTGCCACTC-3" (sense) a
5"-GGCCACTGCTACCTTGGTACTC-3" (antisense). Produkiyly potom analyzovany na
6% polyakryamidovém gelu a obarveny ethidium bramid

Suehara et al. &ili telomerasovou aktivitu ve vzorcich 20 pankrelafich duktalnich
karcinomii, 12 adenorin, 5 pankreatitid, 14 normalnich pankreatickych \dva 13 normalnich
pankreatickych tkanich. Telomerasova aktivita neldgtekovana v Zzadném vzorku normalnich
tkani, duké a pankreatitid. Aktivita telomerasy u adenomebyla zcelaizjma, jeji aktivita
v3ak byla vy3Si neZz u normalnich tkani a dul®edpokladalo se vSak, Ze mucindzni
cystadenomy a intraduktalni adenomy budou mit vy&&imerasovou aktivitu, nez serozni
cystadenomy, ale telomerasova aktivita zde nebylazve odliSna. Telomerasova aktivita byla
jednoznané detekovana ve v3ech vzorcich pankreatickych duoiktal karcinomi. Mira jeji
aktivity byla vyrazg vy35i nez u normalnich tkani, dakt adenort. (Suehara et al., 1997 a)

Telomerasova aktivita byla hodnocena metodou PEHRo standard byla pouZzita
burg¢na linie MIA PaCa-2. (Suehara et al., 1997a)

V tom samém roce Suehara et. al. detekovali tetagu ve Sir¢ piipadi karcinomu
pankreatu. Nevyznamné rozdily ziskali ve vysledédilalizace karcinomu, pankreaticka hlava
versus pankreatickélb a ocas. Telomerasu nedetekovali v normalniclkneatickych gavach,

které byly ziskany od paciens adenomem nebo pankreatitidou. (Suehara e&i7)
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Tk&ioveé vzorky byly ziskany od 34 paciént(12 s pankreatickym duktalnim
karcinomem, 12 s pankreatickym adenomem a 10 sichau pankreatitidou). Vzorkythto
pacienti byly zpracovany podle Suehara et. al. (1997 bydrgheny PCR. Produkty PCR byly
analyzovany elektroforeticky v 0,5 M Tris-boratov&DTA pufru na 12% polyakrylamidovém
nedenaturujicim gelu. Vzorky byly porovnany s tedodsovou aktivitou lidskych
pankreatickych bufgnych liniich MIA PaCa-2. (Suehara et al., 1997 b)

Lam et al. vy3étli vzorky od deseti paciefits pankreatickym endokrinnim tumorem.
Telomerasova aktivita byla detekovana fech z deseti pacieihts endokrinnim tumorem.
Vzorky byly zpracovany podle Lam et al. 2000 &'@&my pomoci TRAP a PCR-ELISA. TRAP
produkt byl analyzovan elektroforeticky v 0,5 M §4bordtovém EDTA pufru na 12%
polyakrylamidovém nedenaturujicim gelu. K vizuatizhylo pouZit SYBR Gold. PCR-ELISA
probéhla podle Lam et al. 2000. Pozitivni kontrolou Ipapilarni karcinom &titné Zlazy a
negativni kontrolou byl teplotou inaktivovany ticvy extrakt. (Lam et al. 2000)

Vezzosi et al. vySébvali 31 rozdilnych endokrinnich pankreatickych ordg z toho
bylo 14 benignich, 5 nejistého chovani, 12 maligniztoho 7 metastatickych. Telomerasova
aktivita byla detekovana v sedmi metastatickychdrenh, v jednom zgi tumorni nejistého
chovani a pouze v jednom ze 14 benignich tumdelomerasova aktivita byla vyznamn
odliSna mezi benignimi a malignimi tumory. (Vezzesal. 2006)

Vezzosi et al. pouzili k vySini 31 lidskych primérnich endokrinnich pankregtitk
tumori metodu TRAP. Vzorky byly zpracovany podle Vezzesial. 2005. V PCR reakci
pouzili primery 5 -AATCCGTCGAGCAGAGTT-3" (sense) & -(CCCTTARCCCTAA-3’
(antisense). PCR produkty byly analyzovany na neatenjicim polyakrylamidovym gelu.
DNA produkty byly obarveny SYBR Greenem. Jako peaitkontrolu pouZili bugé¢nou linii
karcinomu pankreatu, vzorek bez tumoru slouZil jaggativni kontrola. (Vezzosi et al., 2005)

Iwao et al. detekovali telomerasovou aktivitu vé #43 karcinom pankreatu a
v Zadném z deviti benignich tunforPoté studovali telomerdsovou aktivitu v pankegith
duktech, které byly ziskanyigdopera&né, u v3ech paciefit se pgedpokladalo, Ze maji
pankreaticky tumor. Telomerasova aktivita nebyldekevana v Zadném ze 17 benignich
pankreatickych onemoéni a byla detekovana ve 13 z 15 pankreatickych timi§ detekci
telomerasy byl pouZzit TRAP protokol podle Hiyamakt1997. (lwao et al., 1997)

Doposud byly publikovdny pouze studie zabyvajiei detekci exprese hTERT
v nadorové tkani u paciens karcinomem pankreatu. Zadné studie se zatinmbgeaka detekci
exprese hTERT jako markeru minimalni rezidualni robg u pacienit s karcinomem
pankreatu. NaSe pilotni studie ukazala, Ze hTERVhgdny marker pro detekci minimalni

rezidualni choroby u paciens karcinomem pankreatu.
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V. Experimentalni ¢ast

1. Optimalizace real-time RT-PCR

1.1.Primery a préba

V praci byly navrZzeny sekvence prindea préby pro real-time RT-PCR pro hTERT
(tab. ¢. 1). Levy primer ma J 59,8°C a pravy primer ma,161,8°C. Délka primér je 20
nukleotidi. Délka préby je 24 nukleotida T, je 62,5°C. Levy primer byl nazvan hTERTS,
pravy hTERTas a préba hTERTp.

Tab.¢. 1: Sekvence priméra proby

sekvence priméra proby velikost
produktu
hTERTs 5-ATG TCA CGG AGACCACGTTT-3 105 bp

hTERTas 5 -GCA CCC TCT TCA AGT GCT GT-3°
hTERTp 5-TGG AGC AAG TTG CAA AGC ATT GGA-3

1.2. Reakce real-time RT-PCR

V jednotlivych krocich real-time RT-PCR reakce bytaptimalizovana teplota a
koncentrace MgGl(tab.¢. 2). Optimalni teplotni schéma je nasledujiciivade polymerasy
96°C po dobu 15 minut, nasledované 50 dvoukrokowykiy: 95°C po dobu 15 sekund a poté
60°C po dobu 15 sekund. Reak objem je 25ul.
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Tab¢. 2: Vysledné koncentrace reagencii pro reakcitiesd RT-PCR pro hTERT

mnozstvi

reagencie (koncentrace  (ul) finalni koncentrace
hTERTSs (0,005 mM) 2 300 nM
hTERTas (0,005 mM) 2 300 nM
hTERT p (1,25uM) 4 200 nM
dNTPs (10 mM) 0,5 200 uM
Taq (5 upl) 0,2 0,04 U/ul
Mg?" (25 mM) 3 3 mM
pufr (10 x) 2,5 1x
cDNA 1 4 ng/pul
H,O 7,8 /

1.3.Standardy

V préci byl také navrhnut systém vlastnich stanélamd absolutni kvantifikaci exprese
hTERT. Standardy jsou tieny amplikony obsahujici ve své mitcasti sekvenci hTERT , o
velikosti 105 bp, vymezenou primery hTERTs a hTERTRro tyto standardy bylo nutné
navrhnout nove, ,WSi* primery. Jedné se o podobny systém jako uedeBCR.

Po navrhnuti v&Sich primeti, které byly nazvany hTERTs out a hTERTas out byla
zoptimalizovana reakce real-time RT-PCRi této reakci byla optimalizovana annealingova
teplota, koncentrace Mgglkoncentrace priméra také se zvySilo mnoZstvi cDNA. kg3
veSkerou shahu vznikalytipreakci nespecifické produkty, proto byla provealdnuchdown
real-time RT-PCR reakce.fiPtouchdown real-time RT-PCR reakci dochazi ke npdrni
specifickych produkt na Ukor nespecifickych. Po této reakci doslo kazwému snizenéthto
nespecifickych produfita k vytvaeni standaril byl pouZzit vzorek, ktery obsahoval nejmensi
koncentraci d&chto nespecifickych produkt Paet kopii hTERT out vtomto vzorku byl
1,932 - 1¢F molekul v l. MnoZstvi kopii bylo zji&no prepasttem za pouZiti molekulové
hmotnosti, koncentrace a Avogadrovy konstanty. Bgtgravena dildni fada standafd
hTERT out od 18 kopii po 16 kopii (obr. 11) a standartigai kiivka standarél hnTERT (obr.
12).

Zarover byla provedena reakce real-time RT-PCR pro hTE®® dilwni fady (obr.
11). Koncentrace reagencii jsou uvedeny v tabuélc2. Byly pouZity standardy hTERT out od
10'° po 16 kopii hTERT, posledni dvzkumavky byly bezvzorkové kontroly, vZdy v dubletu
Celkovy objem reaini snesi byl 25ul. Byla sestavena ditini fada standafd
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1.4. Material a chemikalie

Préba hTERTpGeneri-Biotech, Hradec Kralové€eska republika) je duainznasena proba

typu TagMan, je ozri@na hexachlorofluoresceinem (HEX), ktery je zh&figencherem BHQ1
(Black Hole Quencher), excitai vinova délka sondy je 530 nm a emisni vinovkal¢e 556
nm. Préba je HPLC (vysokeiinna kapalinova chromatografiéjsténa. Pracovni koncentrace
préby je 1,25uM.iedni: 5ul zasobniho 0,21mM + 395ulL® = 400ul 1,25uM pracovniho
roztoku)

Primery hTERTs a hTERTas i hTERTs outer a hTERTatero(Generi-Biotech, Hradec
Kralové, Ceska republika): Primery jsou OPC (Oligonucleotigification Cartridge)istény.
Pracovni koncentrace je 0,006mMedni: 15ul zasobniho 0,2mM + 285ul,® = 300ul

0,005mM pracovniho roztoku). V3echny primery a prigmu dodavany v lyofilizovaném stavu
dNTPs (Promega, Madison, WI, USA): Zasobni koncentraeexginukleotid dTTP, dCTP,
dATP, dGTP je 100mM. Pracovni koncentrace je 10nNés. gedeni:

0,1mI dTTP + 0,2ml dCTP + 0,1ml dATP + 0,1ml dGT®6ml H,O = 1ml 10mM dNTPs)
Thermo-Start DNA Polymerag@Bgene, Epsom, UK): Enzymem je chemicky modifigng

termostabilni DNA dependentni DNA polymerasa odwédzed Thermus Aquaticus. Enzym je
uréen pro hot-start PCR. Pracovni koncentrace je %, guzivame 1 U na reakci.

MgCl, (ABgene, Epsom, UK): ma pracovni koncentraci 25mM.

Reakni pufr (ABgene, Epsom, UK): je 10x koncentrovanij, gelkovém objemu re&ki snesi

25ul davame do reakce 2,5ul 10x koncentrovanéh@mézo pufru.

DEPC Treated WatdAmbion, Austin, TX, USA)

Vzorek: Bylo vySeteno 72 paciefits karcinom pankreatu na expresi hTERT pomoci tieed-
RT-PCR reakce. (taki. 3) Bylo vySeteno 52 vzork tumoru, 60 vzork portalni krve, 71

vzorki systémové krve, 72 vzaikkostni dend a 54 vzork peritonealni lavaze. Déle bylo

vySeteno 52 vzork krve zdravych daic

Tab.¢. 3: Soubor paciefitzahrnutych do studie, N — postizeni lymfatickyating G - grading

velikost tumoru

stadium

pohlavi N G ek (cm)
F M pozitivni negativh’ 1 2 3 mediarmin-maxmediar min-max
celkem28 42 23 14 2 42 19 63 4084 5 1-10

I 0 0% 5119%0 0% 5 358%150% 4 95% 0 0% 55 44-71 25 1-5
3 10,7% 5 119% 0 0% 8 57,1%0 0% 7 16,7% 1 52% 605 52-84 325 14
5 17,9% 10 23,8% 15 65,2% 0 0% 150% 14 33,3% 0 0% 66 46-78 3,5 1-8
IV 20 71,4%22 52,4% 8 34,8% 1 7,1% 0 0% 18 19,5% 18 94,8% 64,5 40-76 5 3-10
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1.5. Pouzité fistroje

Real-time PCR termocyklér Rotor Gene 3000 (CorBettearch, Sydney, Australia) — j&en
pro analyzu 36 nebo 72 vzdrkprenos tepla se uskuéiaije ve vzduchové konte. Cyklér je
vybaven snim&m proctyii zakladni vinové délky emitované fluorescencaiz®l byt pouzit
také k analyzefkvek teplot tani.

Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Kainie, USA) — fistroj slouzi k analyze
RNA, DNA, proteini a burénych populaci. Pouzili jsme ho pro analyzu PCR pkad pii
optimalizaci real-time RT-PCR. Principem je mikrpKkarni elektroforéza.

Vortex (Scientific Industries, New York, USA)

Minicentrifuga (Labnet, New York, USA)
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2. Vysledky

Vysledky real-time RT-PCR reakce bylyepaitany na poéty kopiii hTERT v g
RNA vzorku. Z vysledk exprese hTERT negativnich kontrol a nasledné apgacientského
souboru byly ufeny cut-off hodnoty udavajici hranici pozitivity r@egativity pacienta na
ptitomnost MRD. Tyto cut-off hodnoty byly nejprve staveny na zékladexprese hTERT ve
vzorcich krve zdravych dakca nasledd pak byly ugesrény na zéklad statistické analyzy
pacientského souboru. Pacienti s hodnotami expteBERT nad cut-off hodnoty byl
povazovani za pozitivni naipmnost MRD. Cut-off hodnoty hTERT byly pro syst@ou i
portalni krev 5 000 kopii hTERT/ug RNA, pro kosttién 60 000 kopii hTERT/ug RNA a pro
peritonealni lavaz 200 kopii hTERT/ug RNA.

Tab.¢. 4: Vysledky hodnot exprese hTERT v systémové kavavych dart

hTERT hTERT
(kopie/ug (kopie/ug
vzorek RNA) vzorek RNA)
VL 1979 514 HP 1973 405
NH 1976 771 EA 1980 357
MV 1978 501 NP 1973 147
SP 1978 454 SO 1958 2095
KT 1985 513 LK 1958 530
KJ 1976 639 SJ 1960 1109
PJ 1952 507 BL 1955 628
DM 1972 194 SM 1959 2574
BL 1950 495 PE 1960 729
JK 1976 1591 BP 1970 1424
SA 1953 1412 PV 1959 912
PM 1960 1785 KP 1972 1145
SS 1950 781 DR 1968 2052
NJ 1961 1194 Ul 1950 962
VV 1977 1190 0J 1969 831
ChM 1977 1183 BJ 1973 503
FA 1979 2046 JA 1977 443
JP 1971 154 MM 1972 703
LL 1980 240 PJ 1956 242
KP 1962 416 BN 1975 863
HR 1958 347 PV 1973 896
HT 1972 617 PL 1981 3468
SV 1970 505 KZ 1978 838
UV 1976 533 SD1977 1062
VJ 1959 457 SV 1960 559
PR 1972 313 SM 1983 4490
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Tab.&. 5: Hodnoty exprese hTERT v tkani kracinomu patiked — v dolé analyzy pacient

o

Zil

hTERT hTERT
(kopie/ug preziti (kopie/ug preziti
pohlavi pacient RNA) (mésic) pohlavi pacient RNA) (mésic)
M P001 70 Z F P037 1810 6
M P0O02 16385 Z M P044 8 930 14
F P003 920 12 F P045 1565 9
M P005 5035 10 F P046 1125 10
F P006 730 11 M P050 3585 yA
M P007 0 7 M PO51 0 Z
M P008 500 11 M P052 1 000 14
M P009 460 8 M P054 335 z
M PO11 1980 0 M P056 80 13
M PO12 12610 7 F P0O57 765 Z
F P0O13 638 4 F PO58 725 Z
M P014 2 245 23 M P061 1880 yA
M P015 2 040 M P062 0 Z
M P0O16 330 6 M P064 60 yA
M PO17 63765 M P065 90 z
F PO18 1840 11 F PO70 275 5
M P021 1930 10 M P0O71 605 Z
F P026 3556 8 M P0O72 200 z
F P027 1250 18 M P0O74 470 4
M P028 360 9 F PO75 215 Z
M P029 12090 3 M PO78 210 yA
M P030 2 795 4 F P083 1905 z
F P031 8 405 2 F P084 2520 z
F P032 6 261 4 M P085 2530 z
M P033 0 10 F P087 128 Z
F P036 8 040 9
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Tab.¢. 6: Hodnoty exprese hTERT v portélni krvi u patienkarcinomem pankreatu
s negativitou hTERT; Z - v détanalyzy pacient Zil

hTERT hTERT

(kopie/ug preziti (kopie/ug preziti
pohlavi pacient RNA) (mésic) pohlavi pacient RNA) (mésic)
M P001 1760 Z M P056 2 048 13
M P002 4 280 yA F P0O57 130 yA
F P003 2 150 12 F PO58 940 Z
F P006 2 015 11 M P061 1620 yA
M P007 4 090 7 M P062 2 580 Z
M P0O12 2 945 7 M P063 2 500 10
M P014 3150 23 M P064 440 Z

F P026 4285 8 M P065 605 yA
F P032 1265 4 M P0O71 520 z
M P033 1210 10 M PO72 155 yA
M P039 2 930 10 M P0O74 220 4
M P041 1385 Z F PO75 770 Z
F P043 1945 7 F P0O76 3015 z
M P044 350 14 F PO77 555 Z
F P045 1415 9 M PO78 800 z
F P046 530 10 M P0O79 1080 Z
M P049 1415 8 M P080 720 z
M P050 395 Z F P082 500 Z
M PO51 520 yA F P083 735 Z
M P052 1375 14 F P084 955 Z
M P054 2 060 yA M P085 320 Z
F PO55 390 Z F P087 1025 yA
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Tab.¢. 7: Hodnoty exprese hTERT v portélni krvi u patienkarcinomem pankreatu
s pozitivitou hTERT; Z — v dabanalyzy pacient Zil
hTERT

(kopie/ug preziti
pohlavi pacient RNA) (mésic)

M PO08 6 015 11
M PO09 13 255 8
M PO11 6 460 0
M PO15 7 485 4
M PO16 13795 6
M PO17 7 090 7
F P018 10 290 11
M P028 6 695 9
M P029 11 345 3
M P0O30 8925 4
F P034 9 865 Z
M P0O35 6 025 4
F P0O36 9 840 9
F P038 6 035 15
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Tab.¢. 8: Hodnoty exprese hTERT v systémové krvi u patdie karcinomem pankreatu

s negativitou hTERT; Z — v délanalyzy pacient Zil

hTERT hTERT
(kopie/ug preziti (kopie/ug preziti
pohlavi pacient RNA) (mésic) pohlavi pacient RNA) (mésic)
M P001 1805 z F P058 1470 Z
F P003 2530 12 M P061 770 yA
M P005 1890 10 M P063 1615 10
F P006 2370 11 M P064 555 yA
M P007 2435 7 M P065 1140 yA
M P008 2190 11 M P066 160 yA
M P0O12 4485 7 M P067 795 Z
F PO13 3235 4 F PO70 320 5
F P031 2350 2 M P0O71 410 Z
M P033 3130 10 M PO72 220 yA
M P039 3255 10 M P0O74 260 4
M P041 3945 z F PO75 2640 Z
F P043 3770 7 F P0O76 1105 yA
M P044 1220 14 F PO77 450 Z
F P045 940 9 M PO78 725 yA
F P046 725 10 M P0O79 900 Z
M P047 815 6 M P080 575 z
M P049 945 8 M P081 1020 Z
M P050 1015 z F P082 810 yA
M PO51 610 Z F P083 1146 Z
M P052 1420 14 F P084 1560 z
M P054 2380 z M P085 237 z
M P056 1820 13 M P086 2110 z
F P0O57 294 yA
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Tab.¢. 9: Hodnoty exprese hTERT v systémoveé krvi u @ailti s karcinomem pankreatu
s pozitivitou hTERT; Z — v dabanalyzy pacient Zil

hTERT
(kopie/ug preziti
pohlavi pacient RNA) (mésic)

M P002 9375 z
M P009 27015 8
M PO11 13265 0
M P0O14 10715 23
M PO15 13085 4
M P0O16 15780 6
M PO17 10330 7
F P018 13630 11
M P021 8085 10
F P023 7410 3
F P026 7130 8
F P027 5555 18
M P028 6475 9
M P029 15795 3
M P030 5975 4
F P032 5130 4
F P034 7425 z
M P035 7760 4
F P036 10345 9
F P037 5810 6
F P038 7365 15
F P040 23920 4
M P062 5535 z
F P087 9450 z
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Tab.¢. 10: Hodnoty exprese hTERT v kostiiét u pacieni s karcinomem pankreatu
s negativitou hTERT; Z — v délanalyzy pacient Zil

hTERT hTERT
(kopie/ug preziti (kopie/ug preziti
pohlavi pacient RNA) (mésic) pohlavi pacient RNA) (mésic)
F P0O03 41270 12 PO50 8885 z
P005 1935 10 PO51 5555 Z

POO7 20 895 7
P0O08 14 745 11
PO09 35995 8
PO11 9810 0
P0O12 10 380 7
P014 56 120 23
PO15 42 505 4
P0O16 31 550 6
P0O17 24 075 7

P052 3890 14
P054 13 015
PO55 17 955
P056 13790
PO57 19 255
P058 10 770
PO61 6 025

P062 13 890
P063 18 605

P018 36445 11 P064 8 685
PO21 41065 10 P0O65 31365
P023 34915 3 P067 6 965
P026 47520 8 PO70 3280
P028 50305 9 PO71 3085
P0O31 30205 2 PO72 2735
P032 10340 4 P074 8 740
P0O33 10230 10 PO75 6 670
PO35 27045 4 P0O76 7 380
P0O36 55985 9 PO77 6 215
P0O37 32900 6 PO78 5 555
PO39 31785 10 P0O79 210

P040 20995 4 P080 9 080
P0O41 16835 Z P081 7 160

P043 21930 7
P044 22 960 14

P082 15 285
P083 17 480

= & e & I s e » B & B & =G & B & B & e § I » I
TTZ2anmmETZ2Z2Z2EnTmMmEEEINEgEgsEEnnnmEnEE <2
NECNC N N N Ne NONCNEO NG N NN NN g NN N B NCNS e Ny Nie N

P045 11 745 9 P084 5080
P0O46 9 965 10 PO85 9670
P047 4 865 6 P0O86 6 535
P049 3 840 8 P087 8 060
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Tab.¢. 11: Hodnoty exprese hTERT v kostiiét u pacieni s karcinomem pankreatu
s pozitivitou hTERT; Z — v dabanalyzy pacient Zil

hTERT

(kopie/ug preziti
pohlavi pacient RNA) (mésic)
PO01 71680 Z
PO02 133315 Z
P006 85 650 11
P0O13 66 610 4
P027 84 490 18
P029 65 515
P0O30 66 050

3
4
P034 75200 z
1
Z

P0O38 156 975 5
P066 64 560

ST <

Tab.¢. 12: Hodnoty exprese hTERT v peritonealni lavégacient s karcinomem pankreatu
s negativitou hTERT; Z — v délanalyzy pacient Zil

hTERT
(kopie/ug preziti
pohlavi pacient RNA) (mésic)

M P0O12 105 7
F P0O13 0 4
F P0O31 0 2
F P032 30 4
M P033 0 10
F P034 185 z
M P035 70 4
M P039 0 10
F P040 0 4
M P041 0 yA
M P044 196 14
M P0O51 136 z
M P052 66 14
F P0O55 118 z
M P056 142 13
F PO70 140 5
M P0O71 107 z
M P0O74 41 4
F P082 146 Z
M P086 85 z
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Tab.¢. 13: Hodnoty exprese hTERT v peritonealni lavagaaient s karcinomem pankreatu
s pozitivitou hTERT; Z — v dabanalyzy pacient Zil

hTERT
(kopie/ug preziti
pohlavi pacient RNA) (mésic)

F P003 230 12
M P005 1 000 10
F P0O06 500 11
M P0O07 735 7
M P008 1465 11
M PO11 1535 0
M P0O14 540 23
M P015 850 4
M P0O16 945 6
M P0O17 360 7
F P018 1780 11
M P021 715 10
F P023 725 3
F P026 1015 8
F P027 440 18
M P030 530 4
F P036 740 9
F P037 695 6
F P038 1030 15
F P043 393 7
F P046 353 10
M P049 440 8
M P054 305 z
F P0O57 1667 Z
M P061 726 Z
M P062 429 z
M P064 341 z
M P066 532 z
F P0O75 1826 z
F P0O76 687 z
M P078 888 z
F P087 429 Z

Pramérné hodnoty exprese hTERT byly v krvi zdravychcda®48 kopiiig RNA, ve
tkani karcinomu pankreatu 3 632 kopd/ RNA. Pimérné hodnoty exprese hTERT byly
v portalni krvi u pacierit s karcinomem pankreatu s negativitou hTERT 1 4&3iikig RNA,

s pozitivitou hTERT 8 794 kopjify RNA, v systémove krvi u paciéns karcinomem pankreatu
s negativitou hTERT 1 501 kopig RNA, s pozitivitou hTERT 10 515 kopiig RNA, v kostni
dieni s negativitou hTERT 17 936 kopidf RNA, s pozitivitou hTERT 87 500 kopiig RNA a
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v peritonealni lavazi s negativitou hTERT 78 kqmiiRNA a s pozitivitou hTERT 776 kopiig
RNA.
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Obr.¢. 13: Vysledky hodnot exprese hTERT v portalni kratient s karcinomem pankreatu klinickych
stadif I-1V.
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Obr.¢. 14: Vysledky hodnot exprese hTERT v systémové paeienti s karcinomem pankreatu
klinickych stadii I-IV.
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Prokazali jsme rostouci zavislost mez&on kopii hTERT v portélni a systémove krvi
pacienti s karcinomem pankreatu klinickych stadii I-d#n vySSi stadium, tim vySSi je hodnota
exprese hTERT v systémové a v portalni krvi (ol3r.al14). Exprese hTERT se tedy zda byt
zavislym faktorem na klinickém stadiu nemoci. V kdsdieni a peritonealni lavazi jsme

podobnou zavislost mezi expresi hTERT a klinickyadg&m onemocaini neprokézali.

2.1. Analyza peziti

Byla provedena analyzargZiti (Kaplan-Meier) dle fitomnosti minimalni rezidualni
choroby na zéklad pozitivity vs. negativity hTERT v jednotlivych vgBovanych

kompartmentech. Celkové&eZiti (overall survival) bylo hodnoceno jednak uébe® souboru

pacienti s karcinomem pankreatu, jednak pouze u Kliniclgtéldii I-1lI (obr. 15-21).

p=0,315

pocet pacientd (5]
[
(]

- = - ~ L n=qm
u] 3 -] a@ . -.-..-L . 15 12 21 =4 I.Il:l'ir[
preziti (mesic)
Obr. 15: Analyza celkového reziti dle pozitivity hTERT ve vzorcich portalni levpacieni

s karcinomem pankreatu klinického stadia I-1V.
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Obr. 16: Analyza celkového igriti dle pozitivity hTERT ve vzorcich portalni lervpacieni

s karcinomem pankreatu klinického stadia I-lII.
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Obr. 17: Analyza celkového reziti dle pozitivity hTERT ve vzorcich systémovévekr pacieni

s karcinomem pankreatu klinického stadia I-IV.
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Obr. 18: Analyza celkového reziti dle pozitivity hTERT ve vzorcich systémovévekr pacieni

s karcinomem pankreatu klinického stadia I-111.
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Obr: 19: Analyza celkovéhoigziti dle pozitivity hTERT ve vzorcich peritoneélld@vaze pacieiit

s karcinomem pankreatu klinického stadia I-IV.
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Obr. 20: Analyza celkovéhotgziti dle pozitivity hTERT ve vzorcich peritonealldvaze paciefit

s karcinomem pankreatu klinického stadia I-111.
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Obr. ¢ 21: Analyza celkového tpziti dle pozitivity hTERT ve vzorcich kostnitet® pacient

s karcinomem pankreatu klinického stadia I-IV.
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V analyze celkového ipZiti byla prokazana statisticky vyznamna negativni
prognostickad hodnotarfpomnosti minimalni reziduélni choroby na zakigmbzitivity hTERT
v systémové krvi (p< 0,06) a v portalni krvi (g< 0,015) u paciefit s karcinomem pankreatu
v3ech klinickych stadii. Statisticky vyzna#pich hodnot (p< 0,004) bylo dosaZeno v portalni
krvi u klinickych stadii I-lll. Pacienti siftomnosti MRD maji signifikanth kratSi celkové
pieziti. Nebyla prokazana statisticky vyznamna pragjoka hodnota ifitomnosti minimalni
rezidualni choroby na zaklagozitivity hTERT v kostni teni (p< 0,91) a v peritonedlni lavaZi

(p <0,59).
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V. Diskuze

Diplomova prace byla zatifena na optimalizaci real-time RT-PCR pro hTERT jako
markeru pro detekci MRD a stanoveni prognostickdnbty pitomnosti MRD u pacieiit
s karcinomem pankreatu.

Vysledky exprese hTERT byly ziskdny pomoci metaebl-time RT-PCR reakce. Byly
stanoveny cut-off hodnoty, které byly ziskany zleglgi hodnot exprese hTERT v krvi
zdravych daré a z vysledi statistické analyzyigZziti. Cut-off hodnoty hTERT byly stanoveny
pro systémovou i portalni krev 5 000 kopii/ug RNvo kostni dein 60 000 kopii/ug RNA a pro
peritonealni lavadZz 200 kopii/ug RNA. Nad tyto hofynbyli pacienti povaZzovani za pozitivni
na gitomnost minimalni rezidualni choroby.iP®rna hodnota exprese hTERT v krvi zdravych
darai byla 948 kopiijlg RNA. Pfimérna hodnota exprese hTERT v primarnich tumorech byl
3 632 kopiijig RNA.

Z vysledki analyzy peziti vyplyva, Ze pacienti negativni na hTERT vtplni krvi
pieZivaji déle neZ pacienti s pozitivitou hTERT vtabri krvi. Median peZziti u pacient
s karcinomem pankreatu s pozitivitou na hTERT jesdenésia, ale u pacietit s negativitou
hTERT to je vice nez 12 &sici. Podobny trend fiteme sledovat i u vzolksystémoveé krve
pacienti s karcinomem pankreatu. Pacienti s pozitivitou RTEnaji median feziti 8 nésiai,
ale pacienti s negativitou hTERT maji medideziti vice nez 12 #sici. Ve vzorcich kostni
direns a peritonealni lavdZze se nam prognostickou hodmbitomnosti MRD na zaklad
pozitivity hTERT nepodiélo prokazat. To mize byt dano relativhnizkym p@&tem pacient ve
studii a také biologickymi vlastnostmi karcinomwungeeatu

Z vysledii bylo prokazano vyznaminkratSi celkové feZiti u pacient s pozitivitou
v systémové a portalni krvi. Pozitivita hTERT v t&mové a portalni krvi pacient
s karcinomem pankreatu se zda byt zavislym progrigsh faktorem na klinickém stadiGim
vySSi klinické stadium, tim vySSi je exprese hTERT vzorcich portani a systémové krve
pacienti s karcinomem pankreatu. Na dalSich faktorech ja#o velikost tumoru, grading a
rozsah poskozenych uzlin jéifpmnost MRD na zakladhTERT nezavisla. U vysledkostni
diens a peritonealni lavaZze paciéns karcinomem pankreatu nebyla prokadzana vyznamna

prognosticka hodnota pozitivity hnTERT.
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VI. Zavér

Teoreticka ¢ast byla zar¥ena na problematiku karcinomu pankreatu, vyznam
minimalni rezidualni choroby u paciénse solidnimi nadory, dale na problematiku enzymu
telomerasy. V teoretickéasti byl také popsan princip techniky real-time RTR, ktera byla
pouZita v samotném experimentu.

Experimetnalni¢ast navazovala na bake&dkou praci, ve které byla zoptimalizovana
metoda real-time RT-PCR pro detekci MRD u solidnitddoii. V bakaldiské praci byl
navrhnut systém standdrgro absolutni kvantifikaci exprese hTERT.

Cilem diplomové prace bylo zavést novou metodika gdetekci MRD u paciefit
s karcinomem pankreatu. Tuto metodiku pouZit u snulpacieni s karcinomem pankreatu.
Byly pouzity vzorky nadorové tk&nkostni dens, systémove krve, portalni krve a peritonealni
lavadZe pacierit s karcinomem pankreatu. Pomoci metody real-timePRR byla zji&na
absolutni hodnota exprese hTERT v jednotlivych eir a také ve vzorcich krve zdravych
dara.

Po vySeteni souboru pacieintbyly urceny cut-off hodnoty, nad tyto hodnoty byly
pacienti povazovani za pozitivni néitpmnost MRD. Cut-off hodnoty byly teny na zaklagl
vysledki krve zdravych dakc poté byly naslednupraveny dle analyzygziti. Cut-off hodnoty
hTERT byly stanoveny pro systémovou i portalni ks@@0 kopii/ug RNA, pro kostniieli 60
000 kopii/lug RNA a pro peritonealni lavaz 200 kiygjiRNA.

V diplomové praci bylo prokazadno vyznaeénkratSi geziti u pacient s pozitivitou
hTERT v systémové krvi a v portalni krvi. Pozitavih TERT v systémoveé krvi a v portalni krvi
se zda byt nezavislym prognostickym markerem. Niapieostni deni a v peritonedlni lavazi
nebyla prokazana prognostickd hodnota pozitivityERT. VySeteni gitomnosti MRD
v systémoveé krvi pacieiits karcinomem pankreatu nizkych klinickych padieitentifikuje
pacienty s hematogennim rozsevem oner&uicee zasadnim dopadem na jejich prognézu. U
téchto pacient je vzhledem k pokrilosti nadorového onemoéni vhodné uvaZovat o
odmitnuti radikalniho chirurgického vykonu, jelikgiravdpodobrig neginese dekavany
bendit v podob delSiho celkovéhoipZiti.

K definitivnimu objastini tchto vysledk bude zapdebi wtSiho souboru pacieinta

delSiho sledovani paciéntzejména paceints nizkymi klinickymi stadii.
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VIIl. Seznam pouzitych zkratek

AMV
BHQ1
BRCA 4
CA 19-9
CA 50
cDNA
C

CEA
CT
dATP
dCTP
dGTP
DM
DNA
dNTPs
dTTP

DPC4/SMAD4

DUPAN-2
EDTA
ERCP
FRET

G
gDNA

Her-2/neu

HEX
HPLC
hTERT
IPMN
H-ras
K-ras
KOC
KOS

virus pta&i myeloblastosy

zha3g Black Hole Quencher

tumor supresorovy gen

nadorovy marker

nadorovy marker

komplementarni deoxyribonukleova kyselina
cytosin

karcinoembryonalni antigen, nadorovy marker
paitacova tomografie

2 -deoxyadeosin-5"-trifosfat

2’ -deoxycytidin-5"-trifosfat

2’ -deoxyguanosin-5"-trifosfat

diabetes mellitus

deoxyribonukleovéa kyselina

deoxynukleotid trifosfaty

2" -deoxythymidin-5"-trifosfat

tumor supresorovy gen

nadorovy marker

ethylendiamintetraoctova kyselina

endoskopicka retrogradni cholangiopanégeatfie

Fluorescence resonance energy transfen@ fluorescefmi

rezonagni energie)
guanin

genomicka deoxyribonukleova kyselina

Human Epidermal Growth Factor Receeceptor lidského

epidermalnihotrstového faktoru), protoonkogen
hexafluorescein

vysokotinna kapalinova chromatografie

lidsk& telomerasa reverzni transkriptasa
intraduktalni papilarni mucin6zni neoplazie
onkogen

onkogen

Komplexni onkologické centrum

Komplexni onkologick& skupina
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large T

MB

MIA PaCa-2
MMLV
MRD
mMRNA

OPC

Y
p16INK4A/CDKN2A

p53
PCR
Pfu
Pwo
RNA
SVOD
Taq
Tht
TRAP

uzis

onkogen

molekularni majak

bui¢na linie karcinomu pankreatu
Moloneyho virus ptai leukémie

minimalni reziduélni choroba

mediétorova ribonukleova kyselina

Oligonucleotid Purification Cartridge (Puriféka
oligonukleotidova kazeta)

korel&ni koeficient

tumorsupresorovy gen

protein lokalizovan na 17. chromozomu, tusapresorovy gen
polymerasov@tizova reakce

Pyrococcus furiosus

Pyrococcus woesei

ribonukleova kyselina

Systém pro vizualizaci onkologickych dat

Thermus aquaticus

Thermus thermophillus

Telomeric repeat amplification protocol (Pilaitbamplifikace
telomerickych opakovani)

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky
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