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SOUHRN

Barrettiv jicen (BJ) je onemocnéni zazivaciho traktu, jehoz vznik a prib¢h je
vyznamné ovlivnén Zzivotnim stylem. Pfestoze vétSina pacientl s touto chorobou zije
desetileti relativné bez komplikaci, u0,5-1 % znich je kazdy rok diagnostikovan
ezofagealni adenokarcinom. Prevalence ezofagealniho karcinomu (ktery muze byt ovSem
diagnostikovan taktéz u zcela bezptiznakového pacienta) neni nijak dramaticky vysoka.
O to zavaznéjsi je skuteCnost, ze pocet pacientll sadenokarcinomem v euroatlantické
populaci stoupa, zatimco efektivni terapie neexistuje alécba pacientll ziistavd pouze
paliativni. Soucasnd medicina zn4 terapeutické zéasahy, které dokaZzi u prekancerdznich
stadii onemocnéni eliminovat riziko dalsi transformace, ovSem jejich indikace musi byt ze
zdravotnich i1 ekonomickych divodii fadné opodstatnénd. Proto je velmi dualezité umeét
vyhledat mezi pacienty ,rizikové®“ jedince, pro které je podstoupeni této terapeutické
intervence zadouci. S ptichodem pokrocilych technik molekularni biologie do mediciny
zapocala nova éra v diagnostice chorob. Snahou molekularnich biologl je vzdy geneticky,
epigeneticky a proteomicky popis téchto onemocnéni, které vedou k pochopeni jeho
podstaty. Nékteré choroby jsou jiz pomérné detailn€ popsany, u jinych popis a zejména
vysvétleni podstaty zatim chybi.

Proces karcinogeneze je spojen s poskozenim genetické vybavy bunék, coz ma za
tohoto jevu je dlouhodobé plisobeni zanétlivych podnéti. Organizmus dokaze témto
vliviim odolavat ¢asto 1 desitky let a zaleZi na pfidruzenych rizikovych faktorech, zda tento
stres dokaze kompenzovat. Pied 20 lety dosSlo k pfevratnému objevu novych regulatort
genove exprese — mikroRNA. Jejich potencidl regulovat az 30 % genli znamena, Ze jejich
role je neopomenutelnd v fadé biologickych procesti souvisejicich s vyvojem, diferenciaci,
nebo programovanou bunécnou smrti, pfiCemz deregulace téchto d&jii ma spojitost se
zanikem organizmu nebo naopak se ztratou kontroly nad udrzenim integrity vlastniho
genomu.

Cilem této dizertani prace proto bylo nahlédnout do popisu vybranych proteind
zanétlivé drahy (IL-1P; IL-8), kterd je zndmym inicia¢nim krokem transformace epitelu
jicnu, zjistit miru odpovédi na poSkozeni DNA (detekce fosforylovaného histonu H2AX na
pozici Ser139), které je timto zanétem vyvolano a popsat, jak se vlivem téchto zmén méni
exprese defosforylovaného (aktivniho) [-kateninu, ktery je klicovou molekulou

soudrznosti epitelidlnich bunék. MikroRNA jsou molekuly, které mohou vyhledové slouzit



jako biomarkery vlastniho vzniku a progrese mnoha onemocnéni. Téchto molekul jsou
stovky, proto byly na zaklad¢ literatury vyselektovany ¢tyti kandidatni (miR-21, miR-192,
miR-196a a miR-203), které¢ byly dale detailnéji studovany, piicemz byl kladen diiraz na
co nejvhodnéjsi interpretaci vysledkli pomoci spravné zvolenych endogennich kontrol.
V obou studiich bylo vyuzito relativné snadné dostupnosti archivnich bioptickych vzorkt
zalitych do parafinu, jejichz pocet umoznil také validaci ziskanych dat. Pfi studiu
mikroRNA expresnich profilii byla tkan navic mikrodisekovana, ¢imz byla ziskana pouze
,Cista® transformovana bunécna populace, coz znamend eliminaci rizika kontaminace
vzorku okolni netransformovanou tkani.

Dosazené vysledky vypovidaji o tom, Ze k akumulaci odpovédi na poSkozeni DNA
dochdazi az v pozdnim stadiu transformace epitelu, zatimco exprese jednoho ze zanétlivych
cytokinli je v prabéhu onemocnéni kontinudlni. U tfi ze ¢tyf studovanych mikroRNA

dochdzi jednoznacné ke zméné exprese v transformované tkdni ve srovnani s kontrolou

a exprese mikroRNA-196a koreluje také s progresi onemocnéni.

Kli¢ova slova: Barrettiiv jicen, mikroRNA, real-time PCR, imunohistochemie



SUMMARY

Barrett’s esophagus (BJ) is the disease of the gastrointestinal tract, whose origin
and development is importantly influenced by the lifestyle. Despite the fact that most of
the patients live decades with Barrett’s esophagus disease, in 0,5-1 % of them there is
diagnosed esophageal adenocarcinoma every year. Prevalence of esophageal
adenocarcinoma (which can be diagnosed in asymptomatic patient as well) is not
dramatically high. Although the number of patients with esophageal adenocarcinoma in the
Euroatlantic population is raising, effective therapy does not exist and the treatment
remains only paliative. Current medicine knows therapeutical interventions which can in
the premalignant stage of the disease eliminate the risk of further cell transformation, but
their indication has to be unfounded due to the medical as well as economical reasons. That
is why it is very important to know how to find the ,hazardous” individuals among
patients, for whom the therapeutic intervention undergoing is desirable. Advanced
techniques of molecular biology are bringing to medicine the new approach in disease
diagnostics. The effort of molecular biologists is always genetic, epigenetic and proteomic
characterization of diseases which leads to understanding of its substance. Some of
diseases are quite described, in the others description and especially explanation of their
substance is missing.

The process of carcinogenesis is connected with the destruction of the genetic
equipment of cells, which leads to the loss of the ability to control the proliferative activity.
One of the initiation steps of this phenomenon are long-term inflammation inducements
operating. The organism is able to resist to these influences decades very often and it
depends on the associated risk factors, if the organism is able to compensate that stress. 20
years ago there an epoch-making event happened — new gene expression regulators —
microRNAs were discovered. Their potential to regulate till 30 % of genes means that their
role is inalienable in many biological processes related to development, differentiation or
programmed cell death and deregulation of these processes is joined by cell death or
conversely by loss of the genome integrity self-control.

That is why the aim of this dissertation thesis was to look to the description of
selected proteins of the inflammatory signaling pathway (IL-1p; IL-8), which is known to
be the initial step of the esophageal epithelium transformation, to investigate the rate of
answer to the DNA damage response (detection of histone H2AX phosphorylated at the

Ser139 position), which is evoked by this inflammation and to describe how the expression



of dephosphorylated (active) B-catenine, which is the crucial molecule of the epithelial
cells cohesion, changes. MicroRNAs are molecules which can in the future serve as
biomarkers of origin and progression of many diseases. There are hundreds of these
molecules, therefore on the literary basis there were selected four candidates (miR-21,
miR-192, miR-196a and miR-203), which were studied in detail, and there was a emphasis
to interprete the results with correctly selected endogenous controls. In both of the studies
we used the relatively easily available formalin fixed and paraffin embedded bioptic
samples, and their number enabled validation of the data obtained as well. In addition, in
the microRNA study the tissue was microdissected, thereby only the ,,pure” population of
the transformed cells was acquired and that means the elimination of contamination risk of
the sample by the surrounding non-transformed tissue.

The results achieved testify, that the accumulation of the DNA damage response
comes until the later stage of the epithelial transformation, whereas the expression of one
of the inflammatory cytokines is continual through the disease stages. Expression of three
microRNAs out of four is conclusively deregulated in the transformed tissue compared to

control and microRNA-196a expression correlates with the disease progression as well.

Keywords: Barrett’s esophagus, microRNA, real-time PCR, immunohistochemistry
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1 Uvop

Maligni nadory jsou vmnas$i populaci druhou nejcastéj$i pticinou Umrti
(www.who.int; www.uzis.cz; www.svod.cz). Na vzniku téchto onemocnéni se podili
piedevs§im genetické, imunologické a nutricni faktory a faktory vnéjSiho prostredi. Maligni
onemocnéni vznikaji nasledkem deregulace signélnich drah v buice.

Zivotni cyklus zdravé buiiky probihd pod piisnou vnitini kontrolou. Eukaryotni
burnika béhem svého zivota prochazi bunéénym cyklem (BC), kdy replikuje sviij geneticky
materidl a déli se. Buné¢ny cyklus je tvofen dvéma periodami — interfazi, kdy burika roste,
akumuluje Ziviny a duplikuje DNA, a mitézou, kdy se bunka déli (Baserga, 1985).
Zakladni schéma bunécného cyklu znazoriiuje Obr. 1. Faze bunééného cyklu se oznacuji
jako G1 (1. ptipravnd), S (syntetickd), G2 (2. ptipravnd), M (mitotickd). M faze BC se d¢li
na dvé uzce spjaté udalosti, mitdézu, kdy se chromozomy d€li mezi ptivodni a dcefinou
buriku a cytokinezi, kdy nastava rozdéleni cytoplazmy (Pardee et al., 1978; Baserga, 1984;
Baserga, 1985). U rtiznych bun¢k se délky jednotlivych fazi 1i$i. Kazda dcefina buiika po
rozdéleni zacind svij vlastni bunéény cyklus. Aktivace konkrétni fadze bunééného cyklu je
zavisla na spravném pribéhu a ukonceni faze pfedchozi.

Gl faze BC trva od konce mitozy do zacatku syntézy DNA. Builka je nejvice
synteticky aktivni, syntetizuje enzymy nutné pro DNA replikaci a roste. Délka G1 faze je
vysoce variabilni, dokonce ubunék stejného druhu. S faze zacina syntézou DNA. Po
kompletni S fazi jsou vS§echny chromozomy zdvojeny, kazdy chromozom ma dv¢ sesterské
chromatidy. Transkripce a translace v pribéhu této faze BC probihd velmi omezené.
Vyjimkou je syntéza histonl tvoficich opérny systém dvousroubovice DNA. U identickych
bunék trva tato faze pfiblizné stejnou dobu. Nastupujici G2 faze trva az do mitotického
déleni. Probihd syntéza proteinli, hlavné komponent mikrotubulii podilejicich se na
bunééném déleni. M fazi BC tvofi karyokineze (rozdéleni jadra) a cytokineze (rozdéleni
cytoplazmy). Karyokinezi lze dale délit na profazi, metafazi, anafdzi a telofazi (Alberts et
al., 2005).

Nekteré buiikky maji bunéény cyklus docasné nebo trvale zastaven, zlstavaji ale
metabolicky aktivni. Takové se nachézeji v tzv. Gy neboli klidové fazi. Tato faze muize
trvat velmi dlouhou dobu, coZ je typické pro plné diferencované bunky (napf. neurony).
Naopak nedostate¢né diferencované bunky, které maji poskozenou DNA a nepokracuji
v dal$im vyvoji, prechazi do tzv. senescence. Je to alternativni stav k programované

bunécné smrti, kdy butika ztraci schopnost dé€lit se. Tento stav nastava proto, aby porusena
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DNA nebyla dale replikovana do dcefinych bunék. PoSkozeni bunc¢k zplsobené
nejruznéjSimi piicinami vyvoldva zmény, které mohou byt podle ucinku poskozujiciho
agens vratné nebo nevratné. PoSkozeni DNA buiiky (DNA damage — terminus technikus)
patfi mezi ta nejvaznéjsi. Ma mnoho pfi¢in, od plsobeni chemickych latek véetné tady
1é¢iv az po radiacni nebo UV zareni. Poskozeni DNA spousti v buiice kaskady signalnich
drah, které rozhoduji o jejim dalSim osudu. Spravné fungujici proces odpovédi na
poskozeni genetické vybavy bunky je klicovy pro udrzeni genetické integrity organizmu.
Defekty v signalnich drahach odpovédi na poskozeni DNA znamenaji hrozici riziko
maligni transformace.

Soucasna medicina spéje k tomu, aby kazdy vazné¢ nemocny pacient absolvoval
terapii co nejvice ptizpiisobenou jeho individualnim potiebam. Je vyvijen tlak na hledani
specifickych markerti a prediktorii, které by dokazaly naptiklad u pacientl se zjiSténou
prekancer6zou vyjadfit vlastni riziko vzniku zhoubného onemocnéni nebo v piipadé jeho
rozvinuti odhadnout prognézu jeho vyvoje. Mezi potencionalni klinické biomarkery nejen
nadorovych onemocnéni patii teprve v devadesatych letech objevené regulatory genetické
exprese, kratkoretézcové nekodujici RNA — mikroRNA. Jejich nadmérnd nebo naopak
sniZzena exprese je hojné diskutovana ve vztahu ke karcinogenezi, zjiStuje se také to, zda
zmeéna jejich exprese je pti¢inou nebo nasledkem vlastni choroby.

Biomedicinské obory si kladou za cil objasnit mechanizmy signalnich drah
v bunikdch a pochopit proces maligni transformace tak, aby bylo mozno proti nému
zasdhnout co nejdfive, co nejefektivnéji a s ohledem na kazdého pacienta jako individuum.
Tomuto poznani vSak musi bezprostiedné predchdzet monitorovani a popis exprese
zucastnénych geni a popis produktl téchto genti (proteini) v transformovanych bunkéch.
Jen tak Ize v budoucnu zaradit jejich vhodné zastupce na seznam markerti a terapeutickych
cili. Dosazeni téchto zamért je prislibem prodlouzeni a zkvalitnéni zivota pacientl ¢i

dokonce jejich Gspésného vyléceni.
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1 Schéma bunécéného cyklu (pfepracovano podle St. Rosemary Educational
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2 TEORETICKA CAST

2.1 BUNECNE POSKOZENI{

Poskozeni buriky je jakékoliv pretrvavajici piisobeni stresovych nebo poskozujicich
faktort, kdy dochazi k poskozeni nékteré z bunéénych komponent. Zakladnim zpisobem
jej 1ze rozdélit na vratné a nevratné. Prvni zahrnuje funkéni a morfologické zmény, které
jsou vratné v piipad¢, ze negativné piisobici stimul je eliminovan (napf. zména tvaru bunky
v zavislosti na koncentraci iontl v okoli). Pokud negativni piisobeni pietrvava, poskozeni
se stava nevratnym a bunky podstupuji morfologické zmény znamé jako bunécnd smrt
(nekréza, apoptdza). Priciny poskozeni bunky mohou byt fyzikalni (pf. teplota,
mechanicky stres, ionizacni zafeni), chemické (léky, jedy), biologické (infekeni,
imunologické) aty spojené s nedostatkem substratu (glukézy, kysliku). Nejcitlivejsi
k poSkozeni jsou DNA a bunéénd membrana (Kobb et al., 1996).

Na vzniku poSkozeni buiiky se podileji i biochemické faktory. Naptiklad s hypoxii
a toxickym poskozenim byva spojovano vycerpani zdsoby ATP a jeho snizend produkce.
Organizmus ma sice moznost piejit na anaerobni glykolytickou drahu, ale jeji kapacita je
zna¢né¢ omezena. Nasledkem toho je ohroZena draselno-sodikovd pumpa plazmatické
membrany, vapenaté ionty vstupuji do buniky, zpomaluje se syntéza proteintl, ribozomy se
odlucuji od endoplazmatického retikula. Buiika v takovém ptipad¢ Casto zanikd procesem
nekrozy. K mnoha stresujicim stimuliim byvaji citlivé také membrany mitochondrii.
Zmeéna jejich permeability ma zasadni vliv na proces oxidativni fosforylace. Ischemie
atoxiny jsou schopny vyvolat poruseni integrity membran ajiz zminény pienos
vapenatych iontll do cytoplazmy, kde je za normalnich podminek jejich koncentrace velmi
nizka. Proces mitochondrialni respirace produkuje jako wvedlejsi produkty reaktivni
kyslikové radikaly (ROS), které¢ poskozuji lipidy, proteiny a nukleové kyseliny. Taktéz
volné radikaly uvolitujici se béhem absorpce radiacni energie, pii metabolismu exogennich
chemickych latek nebo 1€k poSkozuji burniku.

Bunky poskozené natolik, Ze jiz neni mozna jejich oprava, zamezuji dalsi progresi
bunééného cyklu tim, ze bud natrvalo zastavi bunéény cyklus aptfejdou do stavu
senescence nebo se uchyli k nékterému typu bunééné smrti. Buiiky se uchyluji k apoptoze
(programované bunécné smrti) nebo k autofagii (stav, kdy se buitka sama pozie, jde o cestu
lysozomalni degradace). Tim je proliferacni aktivita zastavena aje zamezeno dalSimu

mnozeni bunék vystavenych stresu (Kurz et al., 2007; Vicencio et al., 2008). Avsak pokud
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dojde k akumulaci poskozeni v buiice spojenych se selhdnim fizeni bunécného cyklu,

znamena to riziko nekontrolovaného bunééného déleni.

2.1.1 POSKOZENi DNA

Zvlast zavaznym poskozenim bunky je naruSeni DNA. Je Castym jevem, denné
v organizmu vznika vice nez milion 1€ézi, z nichZ podstatna Cast postihuje DNA (Lodish et
al., 2004). NejvaznéjSim piipadem poskozeni jsou dvouvldknové zlomy (double strand
breaks, DSBs), které jsou vyvolavany jak endogenné, napt. kyslikovymi radikaly
vzniklymi pfi metabolickych procesech, zhroucenim replikac¢ni vidlicky, v pribéhu
meiodzy, tak exogenné vlivem radia¢niho nebo UV zéfeni, chemikdliemi ¢i pfimym nebo
nepiimym poSkozenim DNA cytostatiky (Jackson, 2002; Shrivastav et al., 2008).
K formaci DSBs mohou vést i jiné 1éze na DNA (Ohnishi et al., 2009). Poskozend DNA
¢ini builku geneticky nestabilni, coZz ptedstavuje vazné riziko maligniho zvratu.
Dvouvlédknové zlomy na DNA vedou ke chromozomalnimu pieskupovani nebo ztraté
chromozom, senescenci, karcinogenezi nebo bunééné smrti, dale také k poruchdm
transkripce a replikace chromozomu (Vilenchik et Knudson, 2003; Czornak et al., 2008).
Navic diky tomu nelze vyuzit komplementarni vldkno DNA jako templat pro opravu
poSkozené DNA. Vznik dvouvldknovych zloma vyvolavd v buinice okamzitou reakci.
Existuji proteiny detekujici dvouvlaknové zlomy. Ty se pteskupuji do jadra buiky, kde
vytvaii morfologicky detekovatelné jaderné fokusy (Paull et al., 2000; Kobayashi et al.,
2004; Kobayashi et al., 2009).

2.1.2 ODPOVED NA POSKOZENI DNA — DNA DAMAGE RESPONSE

Jednou z nejdulezit&Sich otazek biologie bunééného cyklu je, jak je buiikka schopna
pozastavit sviij bunéény cyklus, pokud je vystavena genotoxickému stresu. Kontrolni
mechanizmy, které udrzuji integritu organizmu, a které kontroluji spravné nafasovani
jednotlivych fazi BC se oznacuji jako kontrolni body (checkpoints) (Alberts et al., 2005).
Tyto kontrolni body maji schopnost pozastavit bunéény cyklus na dobu potiebnou k oprave
poskozené DNA, pokud je vSak posSkozeni neopravitelné, indukuji u buiniky apoptézu nebo
senescenci.

Signalni sit’ kontrolnich bodi DNA poskozeni se skladd ze senzord, prenaSect

a efektort ajejich klicovymi komponentami jsou PIKKs — kinazy ptibuzné
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s fosfatidylinositol-3-kindzou: ATM, ATR a DNA-PK (Obr. 2). Jejich substraty jsou
schopny pozastavit bunéény cyklus v G1, S nebo G2 fézi, vyvolat opravu DNA nebo
bunécnou smrt (Shiloh, 2003; Bakkenist et Kastan, 2004; Bartek et al., 2004; Lukas et al.,
2004). Biologicky vyznam DNA damage response (DDR) je spojen s genetickymi defekty
kontrolnich bodli, které jsou zodpovédné za riziko onemocnéni novotvarem,

imunodeficienci nebo naptiklad neurodegenerativni poruchou.

Po8kozeni DNA Replikaéni stres
% 1 SIGNAL
SENZORY
TRANSDUKTORY
EFEKTORY

1 ! ! !
@ 1 e e

Zmény
v bun&&ném cyklu

Apoptoza Transkripce Oprava DNA

Obr. 2 Signalizace vyvolana poskozenim DNA ¢i jinym replika¢nim stresem (upraveno

podle Zhou et Elledge, 2000).

2.1.3 ODPOVED NA POSKOZENI DNA A KARCINOGENEZE

Poskozeni DNA builkky neni ojedin€lou zalezitosti. Za jeden den je jich
identifikovano nékolik tisic. VétSina je v€as zachycena a opravena, ale efektivita téchto
opravnych procesti neni stoprocentni (Vilenchik et Knudson, 2000). Pokud nejsou léze
fadné opraveny, dochazi k chybam pfi syntéze dcefiné DNA. Takto chybné syntetizovana
DNA je mutovana a mize znamenat poc¢atek maligniho bujeni. Proto organizmy, které dédi
vady v genech pro opravné mechanizmy poSkozené DNA, maji vyS$i riziko vzniku

rakoviny. Je pravda, Ze lidské somatické builkky jsou diploidni a mutované geny jsou
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nejcastéji recesivni povahy, avSak recesivni mutantni geny se Casto exprimuji za stavu
ztraty heterozygotnosti (LOH), ktery vznika pii mutacich homolognich chromozomi.
Mutantni geny se exprimuji také pii ztraté chromozomu (aneuploidii) nebo rekombinaci
s homolognim chromozomem (Bernstein et al., 2002).

Vétsina mutaci ma na buniku efekt neutralni nebo nicici, ov§em ne vSechny. Nékteré
podporuji dalsi rist bunky tim, Ze se buniky bud’ d€li, nebo nezanikaji v€as bunécnou smrti.
Takové buiikky maji sklony k mnozeni na ukor okolni tkdné adavaji vznik dal§Sim
mutantim (Bernstein et al., 2008). Pokud uvazime, ze v téchto bunikdch dojde ke vzniku
dal$i mutace, nastane dalSi posileni prolifera¢niho potencidlu oproti nemutovanym
elementim. Opakovani téchto procesti po dobu nékolika desetileti miize vést ke vzniku
premalignich nebo 1 malignich 1ézi.

Prvnim, kdo studoval souvislost mezi opravou poSkozené DNA a rizikem vzniku
rakoviny (na bunkach onemocnéni Xeroderma pigmentosum), byl James Cleaver v roce
1969. Buiky, které studoval, vykazovaly defekt v opravném mechanizmu DNA po UV
ozafeni. Pozd¢;si studie identifikovaly geny BRCAI a BRCAZ2 (pii mutaci vedou k rozvoji
rakoviny prsu) jako geny hrajici Glohu pfi opravé DNA a pfi kontrole bunécného cyklu.
Defekty v opravnych mechanizmech poskozené DNA jsou pfiinou vzniku fady malignit
(délozni ¢ipek, déloha, plice, hlava, krk, tlusté stfevo, kone¢nik) (Kobayashi et al., 1996;
Shackelford et al., 1999; Hecht et Mutter, 2006; Roh et al., 2010). RovnéZz u mySiho
modelu s defekty vopravé chybného péarovani bazi uDNA byla sledovana
nekontrolovatelna proliferace (deWind et al., 1995; Shackelford et al., 1999).

Histon H2AX je ¢lenem rodiny H2A histontl, pficemz existuje pét takovych rodin.
Histony organizuji DNA do nukleozomi, které tvoifi zdkladni strukturni jednotku
chromatinu. Nukleozom se sklada z jadra s osmi proteiny (vZdy dva z H2A, H2B, H3 a H4
rodin), 140 part bazi z DNA navinutych okolo jadra a patého histonu H1, ktery funguje
jako mistek mezi nukleozomy (Obr. 3). Po vzniku DSBs 1¢zi na DNA je aktivovana
skupina proteinii, tzv. PI3 kindzova rodina obsahujici ATM, ATR a DNA-PK. Jeden
z téchto proteind fosforyluje H2ZAX v piislusném regionu (Rogakou et al., 1998; Dickey et
al., 2009). Fosforylace histonil je velmi dobte detekovatelnd béznymi protilatkami, v jadie
buniky jsou jasn€ pozorovatelné body (fokusy), citlivost reakce je velmi vysoka
(Sedelnikova et al., 2003). Ptitomnost histonu H2AX fosforylovaného na pozici Ser139
(oznacovaného jako v-H2AX) je povazovana za specificky indikator piitomnosti

dvouvlédknovych zlomti na DNA (Ohnishi et al., 2009). Proto se oy-H2AX zacalo
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uvazovat jako o diagnostickém biomarkeru aktivace DDR drahy s moznym klinickym
vyuzitim (Sedelnikova et Bonner, 2006).

H2AX histon hraje diilezitou roli pfi ,,povolavani*“ a akumulaci DNA opravnych
proteini v misté poskozeni DNA dvouvldknovym zlomem. Jednd se zejména o tyto
proteiny: 53BP1, MDC1, RAD51, BRCA1 akomplex MRE11/RADS50/NBS1, ktery je
kolokalizovan s y-H2AX fokusy (Kobayashi et al., 2002; Petrini et Stracker, 2003; Stewart
et al., 2003). y-H2AX byl poprvé sledovan u fixovanych mitotickych bun¢k muntzaka
(druh jelenovité zvére), kdy mitotické chromozomy vykazovaly tvorbu y-H2AX fokust jiz
tfi minuty po vystaveni radiaénimu zatreni (Bonner et al., 2008). Prace Kobayashiho et al.,
2009 demonstruje na H2AX-knockdown buitikach, ze k nashromazdéni ATM v mist¢ DNA
poskozeni dochazi v zavislosti na y-H2AX. Mnoho proteinii opravy DNA (proteinil
kontrolnich bodl) se akumuluje na rostoucim y-H2AX fokusu, coz muze vysvétlovat
otevieni chromatinové struktury a vytvofeni platformy pro akumulaci DDR a reparacnich
faktorf. Navic H2AX™ aH2AX”™ mysi thymocyty vykazovaly vétsi podet
chromozomalnich aberaci (Bassing et al., 2003; Celeste et al., 2003). VSechna tato fakta
hovofi pro to, ze H2AX muze slouZit jako ,,pfistaviSté* pro proteiny zapojené v signalnich
drahéch poskozeni DNA.

V okamziku, kdy jsou DSBs opraveny, y-H2AX fokusy mizi. Cim je ukonéena
kompletni oprava DNA, zlstdva nejasné¢ (zda je to znovuspojeni DNA nebo navrat
chromatinové struktury do stavu pied lézi). Vysledky gelové elektroforézy bunétného
obsahu (tzv. commet assay) ukazaly, Ze fokusy zpravidla mizi po znovuspojeni DNA
(Mirzayans et al., 2006). Prace Kinnery et al., 2008 poukazuje na fakt, ze y-H2AX hladiny
ziistavaji zvySené 1 po znovuspojeni DNA, coz naznaluje, ze odstranéni y-H2AX muze

zaviset na ostatnich krocich, které nasleduji po znovuspojeni DNA koncti.
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Obr. 3 Struktura nukleozomu s histonem H1. H1 funguje jako spojovaci mustek mezi
jednotlivymi nukleozomy (upraveno podle: www.fastbleep.com/biology-

notes/40/116/1191).

2.1.4 ZANET A KARCINOGENEZE

Role zanétu v procesu karcinogeneze je jednim z hlavnich fenoménii dneska, avsak
tato spojitost byla popséna jiz v 19. stoleti (Balkwill et Mantovani, 2001). Typickym
ptikladem jsou nadory zazivaciho traktu, prostaty nebo kize (Sarasin, 1999; Kundu et
Surh, 2008). Zanét se na karcinogenezi podili n€kolika mechanizmy. Indukuje
chromozomalni nestabilitu, zasahuje do epigenetickych procesti v genech, ¢imz zpisobuje
jejich nespravnou expresi, podporuje proliferaci, stimuluje vaskularizaci v jiz vzniklém
nadoru, podporuje invazi nadorovych bun€k mimo vlastni tumor atim metastaticky
potencial. V organizmu dochézi ke zvySené expresi mediatori zanétu, predevsim cytokinil,
chemokind, prostaglandini a NO (Hussain et Harris, 2007; Kundu et Surh, 2008; Porta et
al., 2009). Pretrvavajici zanét poSkozuje kontrolni mechanizmy riznych signalnich drah
v buiice, pficemz jeho vliv na karcinogenezi lze pozorovat ve dvou rovinach. Zanétem
fizend karcinogeneze je vnéj$im mechanizmem, zatimco sam tumor taktéZ produkuje latky
zpusobujici akceleraci nddorového bujeni. Tento jev je nazvan mechanizmem vnitinim
(Kundu et Surh, 2012). Zanétlivé procesy v organizmu mobilizuji mnoZstvi imunitnich
bunék, které¢ proti nému aktivné bojuji. Zvlasté prospéSné jsou tyto obranné reakce
v ptipadé mikrobialni infekce nebo bunécného poskozeni jako takového (Mantovani et al.,
2008). Ovsem pokud zanét pretrvava, bunky imunitniho systému (neutrofily, makrofagy,
dendritické bb a jiné) za¢nou produkovat reaktivni kyslikové a dusikové radikaly, které

poskozuji DNA, aktivuji onkogeny a zaroven inaktivuji tumor-supresory. Piikladem je
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inaktivace genu 7P53 a soucasna aktivace onkogenu Ras pii karcinogenezi kiize (Sarasin,

1999).

2.2 MIKRORNA (MIRNA)

V roce 1993 identifikoval Lee se svymi kolegy gen odpovédny za casovou kontrolu
postembryondlniho vyvoje Caenorhabditis elegans. Tento gen lin-4 (lineage-4) negativne
reguloval hladinu proteinu LIN-14 a zptisoboval pokles jeho hladiny v prvnim stadiu larvy,
tzv. L1. Pomoci klonovacich metod bylo zjisténo, ze /in-4 nekdduje protein, nybrz dva
transkripty, 22 a 61 nukleotidii dlouhé. Dale bylo objeveno, ze transkripty jsou casti
sekvence komplementarni k opakujici se sekvenci v 3'UTR (untranslated, nepteloZzeném)
regionu /in-14 mRNA. Tato skutecnost potvrdila, Ze /in-4 reguluje translaci /in-14 pies
RNA-RNA interakci. O sedm let pozdéji byla objevena druhd takova molekula /let-7
(Reinhart et al., 2000). Do dnesni doby byly popsany jiz stovky takovych molekul u virt,
¢ervit nebo primatll ndhodnym klonovanim, sekvenovanim a vypocetni technikou. Tyto
molekuly byly nazvany mikroRNA (miRNA). Jejich objev odstartoval novou kapitolu
molekularni biologie a u mnohych biologickych procest objasnil jejich podstatu.

miRNA jsou kratké jednotfetézcové okolo 22 nukleotid dlouhé RNA, které
nepodléhaji translaci. Jsou pfitomny jak v rostlinnych, tak zivociSnych eukaryotech.
Dodnes bylo uclovéka experimentalné prokazano pies 1000 miRNA astale jsou
objevovany nové (www.microrna.org). miRNA funguji jako regulatory genové exprese na
post-transkripéni trovni (Nilsen, 2007). Biologickymi vypocty bylo piedpovézeno, Ze
mohou regulovat az 30 % vSech gent, jsou proto jednou znejvétSich tfid takovych
regulatorti (Lim et al., 2003; Lewis et al., 2005). U ¢lovéka jsou kodovany 2—5 % genil,
jsou obvykle seskupeny a nachazeji se v intronech protein kodujicich gent (Bartel, 2004;
Chen et al., 2004; Kim et Nam, 2006). VSechny identifikované¢ miRNA jsou uspotadany do

databaze vedené institutem Sanger ve Velké Britanii (http://microrna.sanger.ac.uk/).

2.2.1 BIOGENEZE A NOMENKLATURA

miRNA vznikaji z delSich prekurzorovych molekul s vlasenkovou strukturou, které
jsou kédovany miRNA geny. Tyto prekurzorové molekuly jsou 70—100 nukleotidi dlouhé
a obsahuji jednu nebo vice smycek (loops). Prekurzorové molekuly, tzv. primarni

transkripty (pri-miRNA) obsahuji tzv. cepic¢ku a poly-A konec ajsou zpracovavany
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proteinovym komplexem DROSHA (RNéza III, u rostlin znaceno DCL1), ktery resekuje
vlasenkovou strukturu od zbytku transkriptu za vzniku pre-miRNA produktu (Kim, 2005).
DROSHA sice katalyzuje vznik pre-miRNA, ale efektivni Gprava této pri-miRNA zavisi na
proteinovém kofaktoru. Tento kofaktor obsahuje dvé domény (dsRBD) a spojuje se
s ribonukle4dzou za vzniku tzv. mikroprocesorového komplexu (Denli et al., 2004). Tento
typ produkce pre-miRNA vSak neni jedinou cestou. Existuje alternativni moZznost, ktera
sestifithuje pri-miRNA transkripty za uvolnéni intronli, které vérné napodobuji strukturu
pre-miRNA (Okamura et al., 2007; Ruby et al., 2007). Tyto tzv. ,,mirtrons* vstupuji do
procesu Upravy bez pomoci mikroprocesoru. Druhy proces upravy miRNA prekurzoru
zahrnuje vystfihnuti termindlni smycky pre-miRNA za vzniku terminalniho duplexu
miRNA zhruba 22 nukleotidi dlouhého (Bernstein et al., 2001; Hutvagner et al., 2001;
Kato et Slack, 2008). Tato reakce ovSem probiha az po pfenosu do cytoplazmy
EXPORTINEM-S5 a je katalyzovana exonukledzou DICER. Jedno z vldken duplexu je zrala
jednovlaknovd miRNA, zatimco komplementarni vldkno znacené * je obvykle rychle
degradovano. Ikdyz jsou nékteré miRNA produkovany ze separatnich transkripcnich
jednotek, vétsina miRNA je produkovéna z jednotek, které poskytuji vice nez jeden

produkt (Bartel, 2004). Biogeneze miRNA je schematicky zachycena na Obr. 4.
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Obr. 4 Biogeneze miRNA (upraveno podle Mirnezamiho et al., 2009).

miRNA jsou obvykle oznafovany jako ,miR*“, kterému ptedchdzi zkratka

charakterizujici druh, ze kterého pochazi. ,hsa“ znai Homo sapiens, ,mmu’ Mus
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musculus atd. Jedinou vyjimkou, ktera se u clovéka a mysi vyskytuje, je rodina le-7, ktera

19

nese svoji puvodni zkratku ,let” misto ,,miR“. Kazdd miRNA ma také jednoznacné
identifikac¢ni ¢islo a identické miRNA napti¢ druhy maji toto ¢islo stejné (pt. Asa-miR-101
a mmu-miR-101). miRNA geny se znaci kurzivou (mir). miRNA paralogy pochazejici
z jedné ptivodni genové duplikace lisici se pouze jednim nebo dvéma nukleotidy se znaci
pismenem jako pfipona (pf. hsa-miR-23a, hsa-miR-23b) (Griffiths — Jones et al., 2006;

Mirnezami et al., 2009).

2.2.2 BIOLOGICKA ROLE A MECHANIZMUS UCINKU MIRNA

Biologicka funkce a role miRNA in vivo jsou potad z velké ¢asti neobjasnény. Je
jiz znamo, Ze ubezobratlych reguluyje miRNA napf. Casovou organizaci vyvoje,
diferenciaci neurontl, proliferaci, kontrolu riistu a programovanou bunécnou smrt (Lee et
al., 1993; Brennecke et al., 2003; Johnston et Hobert, 2003). U savctl je znama jejich role
v regulaci embryogeneze, udrzovani ,,zdsob* kmenovych bunék (Bernstein et al., 2003),
diferenciaci hematopoetickych bun¢k (Chen et al., 2004) a vyvoji mozku (Miska et al.,
2004; Miska, 2005). Dosud jsou data o lidskych miRNA spiSe popisnd, v kazdém piipade
je vSak ziejmé, ze deregulace hladin miRNA souvisi s mnoha chorobami v¢etné¢ malignich.
Zatim ale Casto ziistava nejasné, zda zmény exprese miRNA u téchto onemocnéni jsou
predpovézeno, Ze existuji potencidlné tisice gent, které mohou byt regulovany miRNA,
ovSem pouze nekteré cile byly funkéné ovéfeny (Sassen et al., 2008).

Kwvli efektivité¢ ptisobeni se miRNA spojuje s proteiny do komplexu RISC (RNA
induced silencing complex). Takovda miRNA ma schopnost vazat se na mediatorovou RNA
(mRNA) na zéklad¢ pfesné nebo nepiesné komplementarity (Brennecke et al., 2005; Kato
et Slack, 2008). Tato vazba v pfipadé¢ piesné komplementarity zpiisobuje degradaci
mRNA, v pfipad€ nepfesné komplementarity na 3'UTR (nepieloZeném regionu) inhibici
translace (Jackson et Standart, 2007; Pillai et al., 2007). Tato udalost ma za nasledek
snizeni hladiny proteinu cilového genu, pficemz nemusi klesnout hladina mRNA.
U c¢lovéka miRNA z velké vétSiny inhibuji translaci a pouze ztidka plsobi degradaci nebo
Stépeni mRNA. Velikost miRNA kolem 20 para bazi zptsobuje, Ze jedna miRNA muze
byt komplementarni k velkému poctu riznych mRNA, proto ¢ini ze skupiny miRNA tak

vyznamné regulatory genové exprese.



25

2.2.3 MIRNA A KARCINOGENEZE

Po objeveni kratkotetézcovych jednovlaknovych RNA vroce 1993 zacaly byt
miRNA studovdny ve vztahu ke karcinogenezi. Protoze miRNA reguluji mnoho
biologickych procesii, zména jejich exprese souvisi s mnoha onemocnénimi, vcetné
malignich. Prvni studie informujici o vztahu miRNA arakoviny byla publikovana
u chronické lymfocytarni leukémie (CLL) (Dohner et al., 2000). Autofi definovali dvé
miRNA kdédované v regionu, kde se uvice nez poloviny pacienti s CLL vyskytovaly
delece. miRNA jsou bud’ deletované Upln€ nebo je sniZena jejich exprese (Calin et al.,
2002). Dalsi dikaz toho, ze miRNA jsou spojeny s mnoha chorobami, je fakt, ze vice nez
50 % genti pro miRNA je situovano na fragilnich ¢astech chromozomi, kde se integruji
viry, vyskytuji amplifikace nebo ztraty heterozygotnosti (Calin et al., 2004). Deregulace
hladin miRNA byla pozorovana u mnoZzstvi malignit, zatim nejcastéji u kolorektalniho
karcinomu, rakoviny prsu, plic, délozniho ¢ipku nebo pankreatu (Yanaihara et al., 2006;
Iorio et al., 2008; Schimanski et al., 2009; Wang et al., 2009; Yantiss et al., 2009; Earle et
al., 2010; Hu et al., 2010). Expresni profil miRNA dokéZe mnohdy vyrazné 1épe odliSit
tumory rizného ptivodu oproti klasické mRNA profilacni analyze (Lu et al., 2005).

To, ze deregulace hladin miRNA je spojena s rakovinou, je dokumentovano fadou
studii, otazkou ale zistava, jakym zplsobem deregulovand miRNA k jejimu vzniku
pfispiva. Tzv. onkogenni miRNA (oznacované jako ,,oncomir), které negativné reguluji
genovou expresi, zasahuji do signadlnich drah v bufice, coz méa za nésledky autonomni
proliferaci, vyhnuti se apoptéze, angiogenezi, invazivitu a metastazovani (Hanahan et
Weinberg, 2000). Stejny efekt ma pifitom sniZzeni exprese miRNA s tumor-supresorovymi
vlastnostmi. Tumor-supresorové miRNA jsou v pevné vazb& s proteinem p53 a napf.
hladiny miR-34a jsou deregulované u jedné tfetiny vSech karcinomii kolorekta (He et al.,

2007).

2.3 NOVE ZNAKY V DIAGNOSTICE ZAVAZNYCH CHOROB

Biomarkery jsou indikdtory stavu organizmu, které jsou objektivné meéfitelné.
Informuji o stavu organizmu (normalnim stavu, patogenezi nebo stavu po farmakologickeé
¢i terapeutické intervenci). Nejhojnéj$i skupinu zaujimaji biomarkery molekulérni
(biochemické), typickym piikladem je napt. PSA, jehoz hladina v krevnim séru prudce

stoupd pfi zanétu ¢i karcinomu prostaty. Pro urceni definitivni diagnézy byva vsSak
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zavedeno stanoveni celé skupiny biomarkert - molekularnich, dale fyziologickych, jejichz
métfeni se zdokonaluje se zdokonalujici se technikou (napt. prutok krve tepnami)
a anatomickych, které se opiraji o nejmodernéjSi zobrazovaci metody (NMR, CT).
Biomarkery lze rozd€lovat zjiného uhlu pohledu na diagnostické, pomoci nichz se
diagnostikuje onemocnéni v dobé, kdy jest¢ nelze odhalit konvenénimi metodami;
prognostické, pomoci nichz lze ptredpoveédét agresivitu choroby a nasledky v ptipadé
absence terapie; a biomarkery prediktivni, které informuji o pravdépodobné odpovédi
pacienta na lécbu a predpovidaji budouci pritbéh chovéani choroby (www.biomarkers.org).
Leékarska diagnostika zavaznych chorob je v sou€asnosti zaloZena na stanoveni vice
markertl patiicich do rtznych skupin. Vysledky stanoveni usnadiiuji rozhodovani
o strategii 1éCby, poskytuji informace vedouci k individualni 1é¢bé bez zbytecné zatéze
organizmu, kterd vznikd 1écbou nespecifickou. Se zdokonalovanim metod molekularni
biologie je poznavan geneticky a proteinovy obsah buiiky se vzdjemnymi interakénimi
vztahy avysledky tohoto snazeni jsou aplikovany ve vyvoji novych diagnostickych
a lécebnych postupti, které fesi pficinu nikoli nasledek nemoci. Nésledujici text popisuje
zékladni molekularni aspekty u Barrettova jicnu. Na zakladé téchto poznatkl
potom praktickd ¢ast dizertani prace pojednava o hledani novych biomarkeri této choroby

s pouzitim metod imunohistochemie a molekularni biologie.

2.3.1 BARRETTUV JICEN, ADENOKARCINOM JICNU

Barrettlv jicen (BJ) je onemocnéni traviciho traktu, kdy je vrstevnaty dlazdicovy
epitel distdlniho iseku jicnu nahrazen epitelem intestindlnim (specializovana intestinalni
metaplazie). Spolu s gastroezofagealni refluxni chorobou (GERD) je prokdzanym
rizikovym faktorem pro rozvoj adenokarcinomu jicnu (EAC), Obr. 5 (Williams et al.,
2006). Mezi dalsi rizikové faktory se fadi pfitomnost tzv. hidtové hernie (¢ast zaludku je
vyklenuta nad branici do mediastina), pohlavi, rasa, vék, obezita (Moayyedi, 2008), 1 kdyz
ziejmé pusobi jako nepiimy faktor ptes refluxni chorobu, u skladby stravy a uzivani tabaku
a alkoholu, které jsou rizikovymi faktory pro vznik karcinomu jicnu odvozeného od
dlazdicobuné&éného epitelu, je spojitost se vznikem adenokarcinomu sporné (Hashibe et al.,
2007; DeMeester, 2009; Falk, 2009). Naopak mezi faktory, které mohou organizmus pted
onemocnénim chrénit, patii paradoxné infekce Helicobacterem pylori, bohatd konzumace
ovoce a zeleniny nebo uzivani kyseliny acetylsalicylové (Falk, 2009). Piesnd definice

Barrettova jicnu nebyla dlouho jasna, dnes American College of Gastroenterology definuje
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BJ jako zménu epitelu jicnu jakékoliv délky, kterd je odhalena endoskopickym
a histologickym vysSetfenim (Sampliner, 1998; Spechler, 2002), pficemz se odliSuji tzv.
dlouhosegmentovy Barrettiiv jicen, s délkou vice nez 3 cm nad gastroezofageéalni junkci
(ptechod jicnu do zaludku) a kratkosegmentovy Barrettiv jicen s délkou mensi nez 3 cm.
Pokud je endoskopické vysetfeni nejasné a bioptické vySetfeni odhali pfipadné okrsky
specializované intestindlni metaplazie, diagnoza je oznafena jako ultrakratky segment.
Vyznam diagnézy ultrakratkého segmentu zistava velmi kontroverzni (Spechler, 1997;
Ruol et al., 2000; Williams, 2006). Mezi symptomy BJ patfi nauzea, zvraceni a potize pfi
polykani, nékdy nemusi byt patrny zaddné symptomy a onemocnéni byva odhaleno pfi
endoskopickém vySetieni indikovaném pro jiné symptomy.

Od 70. let 20. stoleti doslo k vyznamnym zménam v epidemiologii novotvari jicnu
jak v Severni Americe, tak v Evrop€. Rychleji nez ujinych malignit stoupa pocet
nemocnych s adenokarcinomem dolni ¢asti jicnu a gastroezofagealni junkce, zatimco pocet
karcinomt vychézejicich z vrstevnatého dlazdicového epitelu stagnuje. Priciny tohoto jevu
nejsou objasnény, zda se ovSem, ze velky podil na tomto fenoménu nese zpiisob zivotniho
stylu (Blot et McLaughlin, 1999). Progrese Barrettova jicnu k adenokarcinomu je
histologicky vyjadiena pfechodem od metaplazie pies low-grade (LGD) a high-grade
(HGD) dysplazii (Obr. 6). Dysplazie je povazovdna za prekurzorovy stav k malignité,
high-grade dysplazie je jiz Casto spojovana s adenokarcinomem jicnu, jehoz progndza je
témet vzdy velmi Spatnd. Klinikové proto ve spolupraci s molekularnimi biology hledaji
vhodné prediktivni a diagnostické markery BJ, aby bylo v kombinaci s endoskopickym
vySetienim mozné odhalit riziko pfipadné transformace Barrettova jicnu v adenokarcinom

vcas.
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Obr. 5 Schematické znazornéni zdravého jicnu a jicnu postiZeného zanétem.

Obr. 6 (A) Histologicky obraz Barrettova jicnu — tzv. intestindlni metaplazie (pfitomnost

poharkovych bunék charakteristickych pro stievni epitel), (B) obraz low-grade dysplazie
a (C) morfologické znaky bunék hovoti pro diagnézu high-grade dysplazie/ezofagealni

adenokarcinom.



29

2.3.1.1 MOLEKULARNI ASPEKTY BARRETTOVA JICNU

Lagergren et al., 1999 popisuje Barrettiiv jicen jako komplikaci zanétu, ktera vznika
na podklad¢ dlouhodobého piisobeni refluxatu na sliznici jicnu. 6-12 % pacientti s GERD
ma diagnozu BJ oproti 2 % pacienti, ktefi jsou bezpiiznakovi. To poukazuje na skutecnost,
ze zanét je ziejme dilezitym faktorem ve vyvoji onemocnéni (Falk, 2002). Slack se ve své
praci z roku 2000 zabyva obecnym vztahem zéanétu a patogeneze epitelidlnich metaplazii
atikd, Zze zénét je spolecnym mechanizmem mnoha metaplazii u epiteli a mlize byt
schopen indukovat zménu v kmenovych builkach, ze kterych vznika jiny druh
specializované tkané. Tkan Barrettova jicnu je charakteristickd vysokymi cylindrickymi
buiikami, které s progresi onemocnéni méni své morfologické vlastnosti. S nastupem
dysplazie dochézi k dalSim bunénym zménam, v jadrech lze nalézt vice jadérek, stoupa
nukleoplazmaticky pomér, struktura epitelu se méni. Bylo také dokumentovéano, Ze
chronicky zanét aktivovany mimo jiné cytokiny miiZe mit podil na maligni transformaci BJ
a zaroven indukovat a zachovavat DDR (O’Riordan et al., 2005; Acosta et al., 2008;
Bartek et al., 2008). Jako dalsi faktor indukujici DDR by mohl fungovat transkripéni faktor
B-katenin, ktery je klicovou komponentou Wnt signalni drahy (Maher et al., 2009).

2.3.1.2 BARRETTUV JICEN A POSKOZENIi DNA

Malignita se z Barrettova jicnu vyvine na zékladé¢ akumulace abnormalit na Grovni
bunééné DNA. Tyto abnormality néasledné vyvolaji fyziologickou nestabilitu. Buiky
ztraceji schopnost zajistit si svou vlastni signalizaci ristu, nepodléhaji €inktim inhibitort
proliferace, nezanikaji apoptézou, neomezen¢ se replikuji, podporuji vznik nového cévniho
zasobeni, naruSuji okolni tkané a proliferuji do novych lokalit (Hanahan et Weinberg,
2000; Morales et al., 2002). Zistava vSak nevysvétleno, jaké molekuldrni mechanizmy
pusobi pii transformaci normalniho dlazdicobunééného epitelu ve specializovanou
intestindlni metaplazii. Clemons et al., 2007 studoval vliv kyselého prostfedi a NO na
bunéénych liniich odvozenych z Barrettova jicnu aadenokarcinomu jicnu. V obou
pfipadech zaznamenal vznik dvouvldknovych =zlomi na DNA pomoci exprese
fosforylovaného histonu H2AX a neutrdlni gelové elektroforézy bunééného obsahu.
Olliver et al., 2005 se zabyval rizikovymi faktory progrese Barrettova jicnu ve vztahu
k poskozeni DNA. Pomoci gelové elektroforézy zjistil u bunééného obsahu BJ vétsi
poskozeni DNA v mistech metaplazie, nez u normalniho epitelu jicnu a zaludku. Dale

zaznamenal, Ze vyS$i mira poskozeni DNA u BJ koreluje s vyS$$im rizikem progrese
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v high-grade dysplazii a adenokarcinom jicnu a vétsi miru poskozeni DNA spojil rovnéz
s koufenim. V této studii mély refluxni potize vliv na zvySeni poskozeni DNA epitelu jicnu
pouze u kontrolnich skupin, mira tohoto poSkozeni byla snizena podanim protizanétlivych
1ékti. Tato data poukazuji na genotoxicky ucinek na bunky premaligni 1éze jicnu a mohla
by byt jednim z vysvétleni jejich genetické nestability vedouci k rozvoji adenokarcinomu.
Podle této studie je koufeni celkem jasnym rizikovym faktorem progrese BJ
k adenokarcinomu, roli refluxni choroby je vSak nutné dal detailné sledovat. Dalsi studie
(Olliver et al., 2003) identifikovala vyraznéjsi poSkozeni DNA ve sliznici Barrettova jicnu
oproti normalnimu dlazdicovému epitelu téhoZ pacienta. Jolly et al., 2004 studoval vliv
jednotlivych sloZzek zlu€ovych kyselin a pH na ezofagedlnich bunéénych liniich. Zjistil, Ze
pii pouziti okyselenych bunécnych médii je indukce dvouvlaknovych zlomi zavisla na
Case a pH. Dale zjistil, ze specifické slozky refluxniho obsahu vyvolavaji poskozeni DNA,

které mlZe pfispivat k iniciaci rozvoje BJ.

2.3.1.3 BARRETTUV JICEN A MIRNA

Pred témeét dvaceti lety objevené regulatory genové exprese — mikroRNA se
v soucasné¢ dob& stavaji novym fenoménem v patrani po spolehlivych biomarkerech
velkého mnozstvi nejen nadorovych onemocnéni (Tricoli et Jacobson, 2007; Zhang et
Farwell, 2008). Jejich potencidlni diagnosticky vyznam je enormni, uvazime-li rozsah
jejich plisobeni, ktery je pro mnoho miRNA inékolik tisic gend (www.microrna.org;
www.mirbase.org).

[ u Barrettova jicnu bylo provedeno jiz n€kolik studii exprese genti pro mikroRNA.
Tyto studie Ize zatim pogitat na desitky. Slo o mikro¢ipové analyzy s cilem mapovat
expresni hladiny miRNA a ur¢it ty s potencidlnim diagnostickym vyznamem (Yang et al.,
2009; Nguyen et al., 2010). Jiné studie se zabyvaji konkrétnimi miRNA, které studuji bud’
ve vztahu zdrava tkan — 1éze nebo ve vztahu zdrava tkan — metaplazie — dysplazie —
adenokarcinom. Prace Mathého et al., zroku 2009 srovndva expresi miRNA mezi
adenokarcinomem a spinocelularnim karcinomem jicnu sohledem na délku preZiti.
Zminuje pifedevSsim Spatnou progndézu u pacientl se spinocelularnim ezofagealnim
adenokarcinomem (SCC), ktefi maji zvySenou hladinu miRNA-21 v okolni nenddorové
tkani, a také u pacientti s EAC, ktefi maji zvySenou expresi miR-375 piimo v naddoru. Dale
jsou popsany experimenty korelujici vztah konkrétnich miRNA s progresi Barrettova jicnu

1 funkéni studie o vlivu konkrétnich miRNA na expresi jejich cilovych gend (Luthra et al.,
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2008; Maru et al., 2009). OvSem cCastym problémem téchto experimentl je maly pocet
vzorkl. Proto se souc¢asnym trendem stavaji techniky, které dokazi pracovat s archivnim
materidlem — tkdnémi zalitymi do parafinu, které maji potencial retrospektivniho pohledu
(Specht et al., 2001; Abrahamsen et al., 2003; Siebolts et al., 2009). mikroRNA jsou sice
procesem zpracovani pii pfipravé parafinového bloku fragmentovany, ale jsou to kratké
molekuly, které jdou pomoci kvalitnich reagencii a pfistrojii detekovat. Literarni zdroje
dokazuji, ze analyzy exprese geni ztkani zalitych do parafinu velice dobie koreluji

s analyzami z tkani Cerstvych (Li et al., 2007; Xi et al., 2007).

2.4 LASEROVA MIKRODISEKCE

Laserova mikrodisekce je metoda presné izolace bunék =z tkani, nejcastéji
tkanovych fezl, ktera je provadéna na zékladé mikroskopického obrazu. Jejim piichodem
v 80. letech minulého stoleti doSlo ke zna¢nému zpiesnéni molekularné-biologickych
analyz, prvni publikované prace o LCM pochézi ale az z roku 1996 (Emmert — Buck et al.,
1996). Kazda studovana tkan je heterogenni soubor bunék, ktery, pokud je pouZit jako
celek, znamena mozné zkresleni vysledki molekularné-biologickych analyz (Webb, 2000).
Premaligni ¢i maligni 1éze jsou vzdy souborem bunék prostoupenym buitkami
mikroprostiedi, které jsou pii expresnich analyzach nechténou ,,pfimési“. Mikrodisekce je
proto idedlnim nastrojem pro zisk cisté bunéfné populace, nasledovanym nejcastéji
expresnimi studiemi. Je mozné mikrodisekovat bunky ze zmrazenych tezli, parafinovych
tezli (Coudry et al., 2007; Nonn et al., 2010), buiiky zna¢ené imunohistochemicky (Fend et
al., 1999), zivé buiky z bunéénych kultur, a dokonce i chromozomy (www.molecular-
machines.com). V predkladané préaci byly pouzity dva typy laserovych mikrodisektord,

které jsou popsany niZze.

2.4.1 SYSTEM VERITAS

Jde o uzavieny systém laserového zdroje (UV iIC), invertovaného mikroskopu
a PC systému. Veskeré ovladani piistroje probihd pomoci pocitace. Nosi¢em tkané jsou
SuperFrost” skla. Principem metody je aktivace termoplastické transferové membrany,
ktera je umisténa na specidlnim vicku (Obr. 7). Aktivace membrany probihd pomoci presné
fizeného laserového paprsku v misté vyskytu zadané bunécné populace nasledované

prichycenim zadanych bun¢k k této membrané (Obr. 8). Vicko s membranou je poté
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nasazeno na mikrozkumavku, ve které je nejcastéji lyzacni roztok, nebot’ obvykle se

z bungk izoluji nukleové kyseliny.

Obr. 7 (A) Mikrodisektor Arcturus Veritas, (B) jeho softwarové rozhrani [¢ervena pole

= tkai ur¢end k mikrodisekei (pozn. ilustraéni obrazek)], (C) SuperFrost® skla jako nosite

tkané a (D) vicka s termoplastickou membranou pro zachyt disekovanych bun¢k.
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Obr. 8 Princip mikrodisekce s pouzitim termoplastické membrany. (A) Vicko
s termoplastickou membréanou, ktera je oznacena Sipkou. (B) Vicko je umisténo nad oblast
preparatu urcenou k mikrodisekci. (C) Termoplastickd membrana je aktivovana laserovym
paprskem v misté¢ mikrodisekované tkané. (D) Mikrodisekovand tkan je zachycena na

membran¢ vicka, v tomto misté zlstava v preparatu prazdna oblast. Upraveno podle Sluky

et al., 2008.

2.4.2 SYSTEM MMI CELLCUT

Tento systém je tvofen otevienym inverznim mikroskopem, UV laserovym zdrojem
aPC spfislusnym softwarem. Nosicem tkan€ je hlinikovy ramecek pokryty
polyethylentereftalatovou (PET) membranou, ktera je zcela inertni. Principem metody je
,ofiznuti® vybrané¢ho okrsku tkdné¢ laserem a jeji pfilnuti ke specidln€ upravenému vicku
mikrozkumavky. Ovladani pfistroje probihd rovnéZ pocitacem (Obr. 9, 10). Systém miuize
disekovat 1 desetitisice bunck, zaleZi pouze na velikosti pouZitych fezli a mnoZstvi

zadanych bunék.



34

Obr. 9 (A) Mikrodisektor mmi CellCut, (B) rozhrani jeho ovladaciho softwaru (ilustra¢ni
obrazek), (C) membranova skla nesouci tkan a (D) mikrozkumavky s adheznim vickem

urc¢ené pro sbér disekovanych bunék.

Obr. 10 Princip mikrodisekce mmi CellCut. (A) Tkan je nanesena na inertni PET
membranu hlinikového ramecku, obarvena, (B) vyfezdna laserovym paprskem a (C)
mechanicky adherovéna na vicko mikrozkumavky se specidlnim povrchem. Upraveno

podle http://www.molecular-machines.com/home.
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3 CILE DIZERTACNI PRACE

I. IMUNOHISTOCHEMICKA DETEKCE VYBRANYCH PROTEINU V TKANI BARRETTOVA

JICNU BEHEM PROGRESE ONEMOCNENI A JEJICH VYZNAM.

II. STANOVENI RELATIVNI EXPRESE VYBRANYCH MOLEKUL MIRNA

U MIKRODISEKOVANYCH VZORKU BARRETTOVA JICNU ZALITYCH DO PARAFINU A JEJICH

VYZNAM V DIAGNOSTICE ONEMOCNENT,

3.1 TEORETICKA VYCHODISKA

DDR je bézné aktivovana u prekancerdz, kdy jsou buiiky vystaveny replikacnimu
stresu. Tato signalizace funguje jako tumor-supresorova bariéra chréanici pted progresi do
pln€ maligniho stavu. Specifickym markerem aktivované DDR je y-H2AX (histon H2AX
fosforylovany na pozici Ser139). Dalsim faktorem indukujicim DDR by mohl byt aktivni
(defosforylovany) B-katenin (klicovy protein Wnt signalizacni drahy). Kromé onkogent
prispiva k indukci a zachovani DDR zanétliva signalizace a sekrece zanétlivych cytokini.
Chronicky zanét v bunice (aktivovany mimo jiné cytokiny IL-8 a IL-1B) mliZze mit proto
podil na maligni transformaci BJ.

Proces karcinogeneze vSeobecné souvisi s naruSenim gent, které jsou zodpoveédné
za spravny prabéh bunécného cyklu. Na zaklad¢ téchto faktii byly prozkoumény databaze

mirbase.org a microRNA.org spolu s literdrnimi zdroji a byly vyhledany konkrétni

miRNA, které by mohly ovliviiovat tyto geny. Diky pfedchozim imunohistochemickym
studiim IL-1pB a IL-8 bylo zjiSténo, Ze miize dochézet k deregulaci miR-21 resp. miR-203.
Literatura rovnéz uvadi, Ze karcinomy zazivaciho traktu jsou spojeny se zménou exprese

miR-192, a Ze miRNA-196a ma potencial regulovat inhibitory bunééného cyklu.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 BIOPSIE SLIZNICE BARRETTOVA JICNU - PARAFINOVE BLOKY

Vzorky tkéni (parafinové bloky) pacientt z let 2006 — 2010 byly ziskany z archivu
Ustavu  klinické amolekularni patologie Lékaiské fakulty Univerzity Palackého
v Olomouci. Jejich pouziti k experimentalnim Gcelim bylo povoleno Etickou komisi LF
UP aFN Olomouc. Imunohistochemické barveni y-H2AX bylo provedeno na 91
pacientech (67 muzi a 24 Zen), primérny vék muze byl 57 let, zeny 59 let. Ostatni barveni
byla provedena na vybraném poctu vzorkii, nebot mnozstvi fezli z parafinovych blokl
dostupnych pro experimentalni ucely bylo omezené. Do molekuldrné-biologické studie
bylo zahrnuto 71 vzorki pacientli (48 muzi a 23 zen). Primérny vék muze byl 54 let, Zeny
59 let. Distribuci vzorkt uvadi Tab. 1 a 2. Primarni diagnéza byla stanovena dvéma
nezavislymi patology z Ustavu klinické a molekularni patologie. Parafinové bloky byly
pouzity jak pro imunohistochemickou studii, tak pro molekularné-biologickou analyzu.
Kazdy pacient podepsal informovany souhlas s pouzitim vzorkli tkdné k experimentalnim
uceltm, piipadné poskytl 1€kaiim informace o vyskytu rizikovych faktorii pro onemocnéni
BJ. Zjistovana byla pfitomnost hidtové hernie, nadvéhy, koufeni, pravidelného piti
alkoholu a jakéhokoli onemocnéni rakovinou v pifimé rodiné. Vyhodnoceni rizikovych

faktorl je pfedmétem jiné dizertacni prace.

ANTIGEN

5 _ : B-katenin B-katenin  B-katenin
t-H2AX TL-1p TL-8 T 0887 KonDI3Al  klonES

DIAGNOZA POCET VZORKU
BJ 39 3 4 7 3 2
LGD 37 4 4 7 3 2
HGD/EAC 15 5 5 8 3 3
CELKEM VZORKU
91 12 13 22 9 7

Tab. 1 Pocet vzorkii zahrnutych do IHC studie a antigeny, které byly v prisluSnych

tkanich znaceny.
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DIAGNOZA POCET VZORKU

BJ (NBI) 12
BJ 20
LGD 27
HGD/EAC 12

Tab. 2 Pocet vzorki zahrnutych do molekularné-biologické studie.

Pozn. BJ (NBI]) je skupina vzorkd, kterou tvofi pfipady, kdy byla pacientim diagnoza stanovena predevsim
na zaklad¢ endoskopického vysetieni v NBI modu (pomoci svétla specifické vinové délky, které umoziuje
detailngj$i pozorovani sliznice), patolog tuto diagnoézu podpoiil s konstatovani, ze jde o BJ, pokud odbér
tkan¢ skute¢ne probéhl v oblasti nad gastroezofagealni junkci. V imunohistochemické studii tvoii BJ (NBI)

a BJ vzorky jednu skupinu.

4.2 PRIPRAVA PARAFINOVYCH REZU

4.2.1 PRO IMUNOHISTOCHEMICKE ZNACENI

Sliznice jicnu byla odebirdna v prubéhu gastroendoskopického vysSetfeni pacientil
na II. Interni klinice — Gastroenterologické a hepatologické FN Olomouc. Vzorek tkané byl
vzdy po odbéru okamzité vloZzen do roztoku 10% Bakerovy tekutiny (Setrnéjsi forma
neutralniho formolu), kde byla tkéan fixovana 24 hodin. Nésledovalo vypirani, odvodiovani
ve vzestupné fad¢ alkoholii, prosycovani parafinem a findlni zaliti do parafinu. Pro
imunohistochemické barveni byly pfipraveny fezy 3—5 pm silné, které byly naneseny na
SuperFrost” skla (Menzel Gliser, Braunschweig, SRN) pro snadn&j§i piilnuti tkang

k povrchu.

4.2.2 PRO MIKRODISEKCI

SYSTEM VERITAS

Pro praci se systémem Veritas byla taktéZ pouzita SuperFrost® skla. Veskeré
pouzité chemikalie a plasty byly uréené pro praci s RNA, pracovni plochy byly oSetfeny
ptipravkem RNAse Away (Carl Roth, Karlsruhe, SRN). Na podlozZni sklo bylo naneseno
cca 5 fezill tkané o tloustce 8 um. Rezy byly na 60 minut vloZzeny do termostatu (58°C),

aby jesté 1épe prilnuly k povrchu skla a nasledné byly ponechény v termostatu pti 37°C do
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druhého dne, kdy byly odparafinovany ve dvou laznich xylenu (po 5 minutich)
a hydratovany 100% ethanolem (dvé lazn€ po 5 minutich). Nasledovalo barveni
hematoxylinem a prani v tekouci vodé, které trvalo vzdy 30 sekund, odvodnéni 100%
ethanolem, projasnéni xylenem aulozeni do zkumavky se silikagelem pro dokonalé

vysuseni. Po vysuseni byl preparat mikrodisekovan.

SYSTEM MMI CELLCUT

Pro praci na tomto pfistroji se misto SuperFrost” skel pouzivaji specilni hlinikové
ramecky potazené polyethylentereftalatovou (PET) membranou (Molecular Machines &
Industries, Glattbrugg, Svycarsko). Veskeré prace byly provadény tak, aby nedoslo ke
kontaktu s RN4zami. Hlinikové ramecky byly nejdiive oSetfeny UV zafenim (30 min),
potom byl jejich povrch pokryt poly-L-lysinem (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, USA)
a ramecky byly pozvolna vysuSeny pii 37°C. Nasledovalo naneseni n€kolika parafinovych
fezi 8 um silnych a jejich zaschnuti. Dale byly fezy vloZeny na 60 min do termostatu
(58°C), aby lépe piilnuly. Nasledovalo barveni kitem pro LCM preparaty (LCM Staining
Kit, Ambion/Life Technologies, Carlsbad, CA, USA), které zahrnovalo odparafinovani
xylenem (3 min), hydrataci sestupnou fadou ethanolt (3% 40 s), barveni kresylovou violeti
(40 s), dehydrataci vzestupnou fadou ethanold (5% 30 s), projasnéni xylenem a vysuSeni

silikagelem.

Pozn. Ke kazdému vzorku uréenému k mikrodisekci byl pripraven kontrolni fez, ktery byl obarven

hematoxylin-eozinem, a s patologem bylo konzultovano, které 1éze je vhodné mikrodisekovat.

4.3 DVOU A TRISTUPNOVA NEPRIMA IMUNOHISTOCHEMICKA METODA

Principem imunohistochemické metody je vizualizace antigenu (proteinu) ve tkani
pomoci specifické primarni protilatky. Aby bylo dosazeno dostatecné sily signélu,
pouzivaji se tzv. nepfimé metody, kdy je na primarni protilaitku navazéna protilatka
sekundarni (nepiima dvojstupnova metoda), poptipadé protilatka sekundarni a na ni jesté
streptavidin-peroxiddza (nepfima trojstupfiovd metoda). Nésledujici Tab. 3 obsahuje
informace o tkanich a protildtkdch pouzitych pro imunohistochemické barveni vcetné

pozitivnich kontrol, na kterych byla ovéfena funkénost protilatek.



ANTIGEN

H2AX (pSer139)

B-katenin
(non-
pSer37/Thr4d1)

B-katenin
(non-
pSer33/37/Thr41)

B-katenin
(celkovy)

IL-8

IL-1B

KLONALITA
protilatky

poly

8E7

D13Al

E-5

poly

poly

DRUH
protilatky

REDENI

1:50

1:100

1:400

1:20

1:100

1:100

39

POZITIVNI .
KONTROLA VAR
Cell
mysi kostni Signaling
dien 1 hpo  Technology,
ozatreni 5 Gy Danvers,
MA, USA
il | NEE
Karcinom Billerica,
areto MA, USA
Cell
ol | el
. Technology,
karcinom
Danvers,
MA, USA
kolorektalni ST
karcinom st i,
CA, USA
Novus
adenokarcinom Biologicals,
plic Littleton,
CO, USA
Novus
adenokarcinom Biologicals,
plic Littleton,
CO, USA

Tab. 3 Pouzité primarni protilatky, jejich klonalita, piivod, Fedéni a druh pozitivni

kontrolni tkané (R=krali¢i, M=mys$i, SCBT=Santa Cruz Biotechnology).
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POSTUP IMUNOHISTOCHEMICKEHO BARVENI

odparafinovani preparatu v xylenu (dv¢ 14zn¢) 2 x5’
odstranéni xylenu z preparatu 100% ethanolem 5
hydratace preparatu 96% ethanolem 5
oplach dH,O 5

revitalizace antigenu v 0,01M citratovém pufru pH6 pii 120°C a zvySeném tlaku 15’
chlazeni tkané po revitalizaci 15’
blok endogenni peroxidazy — 5% H,O, v 0,05M TRIS-HCI 30’
oplach pufrem*

primarni protilatka v ptislusné koncentraci 60'RT
oplach pufrem”

sekundarni protilatka DAKO EnVision®

(DAKO, Glostrup, Dansko) anti-rabbit/mouse (RTU)** U
oplach pufrem”

chromogen DAB" (DAKO, Glostrup, Dansko) 30757
prani v tekouci vodé 10
dobarveni jader kamencovym hematoxylinem

prani v tekouci vodé 10°
oplach dH,O

odvodnéni 96% ethanolem 5
odvodnéni 100% ethanolem 5
projasnéni xylenem 2 x5

montovani do Entellanu®

* oplach 2x 5° 0,05M TRIS-HCI pufrem a 1x 5 0,05M TRIS-HCI pufrem + 0,05% TWEEN20

“T¥istupfiovd nepiima imunohistochemickd metoda byla provedena podle totozného protokolu, pouze
sekundarni protilatka byla biotinylovana (druh se odvijel od druhu primarni protilatky) a po jejim oplachu
nasledovala inkubace se streptavidin-peroxidazou (BioGenex, San Ramon, CA, USA; 1:40) po dobu 40 min

pfi RT. Nasledoval oplach a standardni vizualizace pomoci DAB'.
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4.4 1ZOLACE CELKOVE RNA Z MIKRODISEKOVANE TKANE

_ . : y _ .

Obr. 11 Tkan Barrettova jicnu (bez dysplazie) pired (A) a po (B) mikrodisekei. V misté
hvézdicky je ,,vyfezana“ skupina transformovanych bunék, kterd byla nasledn¢ adherovana
na vicko mikrozkumavky, lyzovana a z bunék byla izolovana celkovd RNA obohacena

o frakci kratkych miRNA.

K izolaci celkové RNA (obohacené o kratké fragmenty) z tkané zalité do parafinu
je zapotiebi specidlniho kitu. Nasledujici protokol popisuje izolaci celkové RNA kitem
RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit (Ambion/Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA). Proces izolace zahrnuje 4 kroky: Stépeni proteazou, izolaci nukleové kyseliny,
Stépeni nukledzou a findlni purifikaci. Do mikrozkumavky s oddisekovanymi bunikami (ty
byly v obou piipadech mikrodisekce adherovany na vic¢ku) bylo pfidano 100 pl $tépiciho
pufru (digestion buffer) a4 pl protedzy, mikrozkumavka byla rychle centrifugovéna.
Nasledovala inkubace vzorku v termostatu 3 h pii 50°C, pak dalSich 15 min pfi 80°C. Byl
pfipraven master mix (132 pl izolacniho aditiva + 303 pl 100% EtOH) a 395 ul master
mixu bylo pfidano ke vzorku. Vzorek byl napipetovan na specialni filtr kolonky upevnéné
do sbérné zkumavky (dodavany s kitem) a centrifugovan pii 10 000g 30 s. Tekutina, ktera
ptesla pres filtr, byla odstranéna a filtr byl vlozen znova do této zkumavky. Na filtr bylo
pridano 700 pl promyvaciho roztoku €. 1, zkumavka byla centrifugovana 30 s pii 10 000g
a znova byla odstranéna tekutina, ktera ptesla pies filtr. Bylo pfidano 500 pl promyvaciho
roztoku €. 2/3 na filtr, nasledovala centrifugace 30 sekund pii 10 000g. Tekutina, ktera

ptesla pres filtr, byla opét odstranéna, filtr byl vlozen zpét do zkumavky a centrifugovan
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dalsich 30 s, aby z né&j byly odstranény vSechny zbytky tekutiny. Nésledovala inkubace
s DNazou (60 ul DNazy bylo naneseno na stfed filtru) 30 min pfi RT podle nasledujici
tabulky.

CHEMIKALIE OBJEM (pl)

10x DNaza pufr 6
DNaza 4
DEPC voda 50

Tab. 4 Slozeni reakéni smési s DNazou.

Dale bylo na filtr ptidano 700 pl promyvaciho roztoku €. 1, inkubovano 30-60 s pfi
RT, centrifugovano 30 s pii 10 000g, byla odstranéna tekutina, kterd piesla pres filtr, a ten
byl znova vlozen do zkumavky. Pak bylo na filtr pfidano 500 pl promyvaciho roztoku ¢.
2/3, probéhla centrifugace 30 s pfi 10 000g, bylo odstranéno to, co pieslo pies filtr a filtr
byl znova do této zkumavky vlozen. Krok s promyvacim roztokem ¢. 2/3 byl opakovan,
pak byl filtr centrifugovan 1 min pti 10 000g, aby se odstranila zbyla tekutina a filtr byl
premistén do nové zkumavky. Na filtr bylo naneseno 60 pl elu¢niho roztoku o laboratorni
teploté a po 1 minuté byl filtr centrifugovan 1 min na maximalni otacky. Eluat obsahoval
RNA, kterou vSak bylo nutno koncentrovat do niz§iho objemu po dobu cca 1,5 hna
pristroji CentriVap DNA Centrifugal Vacuum Concentrator (Labconco, Kansas City, MI,
USA) na finalni objem cca 20 pl. Nasledn¢é byla zméfena koncentrace RNA na pfistroji
NanoDrop 1000 (Wilmington, DE, USA). RNA byla uskladnéna pifi -80°C
v mikrozkumavce DNA LoBind® Tube (Eppendorf, Hamburk, SRN) nebo ihned

podrobena reverzni transkripci.

4.5 MULTIPLEXNI REVERZNI TRANSKRIPCE

Pfed samotnou reverzni transkripci byla vytvorena smés RT vladsenkovych (stem-
loop) primert vybranych mikroRNA a potencionalnich endogennich kontrol smisenim

stejného objemu od kazdého RT primeru (RNU44, RNU48, RNU66, U47, RNU6B, miR-
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16, miR-21, miR-192, miR-196a, miR-203). Kazd4d RT reakce obsahovala 5 ng celkové
RNA, pficemz reakéni objem byl 7,5 pl. Bylo napipetovano 3,5 pl master mixu (0,075 pl
100mM dNTPs s dTTP; 0,5 ul MultiScribe™ reverzni transkriptazy, 50 U/ul; 0,75 pl 10x
pufru pro reverzni transkripci; 0,095 pl inhibitoru RNazy, 20U/ul; 2,08 ul DEPC vody),
vie sou¢asti kitu TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems/Life Technologies, Carlsbad, CA, USA); 2,5 ul RNA a 1,5 ul RT stem-loop
RT primer poolu (10 RT primert o vysledné koncentraci 0,5x kazdy, vSe z Applied
Biosystems/Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Reverzni transkripce probihala podle
protokolu dodaného vyrobcem (30 min pii 16°C, 30 min pii 42°C, 5 min pii 85°C).

Vlasenkovy
RT primer

Zrala mikroRNA
LECV RN L]

<

Krok 1: Reverzni transkripce

Krok 2: Real-time PCR

Forward primer
>

AENNERRNNNANERN

FREEARER EDANWUNEpEDAw

Reverse primer

TagMan®sonda

Obr. 12 Schéma specifické reverzni transkripce a qPCR reakce s TaqMan® sondou

spole¢nosti Applied Biosystems/Life Technologies.

4.6 PREAMPLIFIKACE

Aby se ptedeslo vysokym hodnotam ct, které uz od 35. cyklu nebyvaji povazovany
za spolehlivé, byl do metodického postupu pied samotnou qPCR zarazen preamplifikacni
krok dle Noutsiase et al., 2008, ktery snizi ct hodnoty, ¢imz zpfesni celou analyzu.

Preamplifikacni strategie md ovSem jednu podminku. Rozdil ct hodnot stanovovaného
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genu a endogenni kontroly pfed a po preamplifikaci musi byt < 1,5 cyklu. Kontrolnimi
experimenty bylo zji§téno, ze podminka byla v ptfipadé této prace splnéna. Celkovy objem
preamplifikacni reakce byl 25 ul. SloZeni reakce uvadi nésledujici tabulka, cykliza¢ni

schéma bylo nastaveno takto: 95°C 10 min + 14 cyklta (95°C 15 s + 60°C 4 min).

CHEMIKALIE/PUVOD OBJEM (ul)

TagMan® PreAmp MM (2x)

Applied Biosystems/Life Technologies; Carlsbad, CA, USA .

mikroRNA esej fedéna TE pufrem (vyslednd koncentrace
kazdé¢ eseje byla 0,2%) 6,25
Applied Biosystems/Life Technologies; Carlsbad, CA, USA

RT produkt + DEPC H,O 6,25
Tab. 5 Predpis preamplifikacni reakce.

Pozn. Reverzni transkripce i preamplifikace byly provedeny na piistroji Mastercycler™ gradient (Eppendorf,

Hamburk, SRN).

4.7 KVANTITATIVNI PCR V REALNEM CASE

Celkovy objem qPCR reakce byl 10 ul. Reak&ni smés byla slozena z 5 pl TagMan®
2x Universal Master Mixu II (No AmpErase UNG), 2 ul H,O (bez ptfitomnosti nukleaz),
0,5pul prislusné TagMan® mikroRNA eseje (vie od Applied Biosystems/Life
Technologies, Carlsbad, CA, USA) a 2,5 ul preamplifikovaného templatu. Amplifikacni
schéma bylo nastaveno podle doporuceni vyrobce [95°C 10 min, 45 cykli (95°C 15 s,
60°C 1 min)]. Veskeré qPCR experimenty byly provedeny na systému LightCycler® 480
(Roche Applied Science, Penzberg, SRN).



45

Extrakce celkové RNA

Redéni
preamplifikovaného
produktu 1:5 nebo 1:20

Reverzni transkripce

Pfiprava gPCR
pro jednotlivé
eseje

Priprava preamplifikace

cDNA
“poolovane” TagMan®
TagMan”® PreAmp
miRNA Master
eseje Mix

Preampllflkace
(10 nebo 14 cykld)

—

i
eg?s L7

A1

Obr. 13 Obecné schéma pracovniho postupu stanoveni exprese mikroRNA ve vzorku

tkané zalité do parafinu.
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4.7.1 VYTEZNOST QPCR REAKCE

V bézné praxi se pii vypoctech relativni kvantifikace genti pouziva eficience PCR
reakce 2, tedy kazdym nésledujicim cyklem se mnozstvi produktu zdvojndsobuje. Pro
dosazeni co mozna nejvice presnych vysledkl bylo v této praci kalkulovéno 1 s eficienci
PCR reakce, kterd byla otestovana na komercéné dostupné celkové RNA Zaludku
(FirstChoice® Stomach RNA, Ambion/Applied Biosystems/Life Technologies; Carlsbad,
CA, USA), nebot’ Barrettiv jicen je glanduldrnim typem epitelu s vyskytem v distalni
oblasti jicnu. Plan asloZeni reakci byly totozné jako uRNA ze vzorkd, vcetné
preaplifika¢niho kroku s tim rozdilem, ze pro ur€eni eficience reakce je nutné provést
qPCR reakce pro 4 rGzna vstupni mnozstvi RNA. Ty byly zvoleny jako: 10 ng, 5 ng, 1 ng
a 100 pg. Eficience qPCR reakce pro kazdou jednotlivou mikroRNA esej byla urcena

smérnici grafu zavislosti hodnoty ct na logaritmu koncentrace RNA.

4.7.2 VOLBA VHODNYCH ENDOGENNICH KONTROL

Relativni kvantifikace genii je vzdy vyjadfena vic¢i tzv. endogenni kontrole
(referencnimu neboli housekeepingovému genu), jehoz exprese by méla byt viceméné
stabilni napti¢ vSemi stadii studovaného onemocnéni. Vyrobce PCR chemikalii, které byly
pouzity ve vySe popsanych reakcich, doporucuje své endogenni kontroly. V piipadé
mikroRNA jsou to malé jaderné nebo jadérkové RNA. Jde o kratké RNA molekuly, které
nereprezentuji mikroRNA, ale jsou k nim ekvivalentni svou délkou. V literatufe 1ze nalézt
také ptiklady samotnych mikroRNA pouzitych jako referen¢nich gent.

Na zaklad¢ literatury bylo pro relativni kvantifikaci vytipovano 6 potencidlnich
endogennich kontrol (RNU44, RNU48, RNU66, RNU6B, U47, miR-16). Dv¢
nejstabilnéjsi endogenni kontroly byly vyhodnoceny na zakladé volné ziskané softwarové
aplikace geNorm. Aplikace kalkuluje tzv. hodnotu expresni stability (M) jako primérnou
parovou odchylku (V) pro konkrétni gen vzhledem k ostatnim studovanym referen¢nim
genim. Postupné vyfazovani genil snejvysSi hodnotou expresni stability umoZiuje
vSechny testované endogenni kontroly sefadit (Vandesompele et al., 2002). Relativni

exprese je potom vyjadiena vii¢i dvéma nejstabilnéjsim endogennim kontrolam.
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4.8 VYHODNOCENI

4.8.1 VYHODNOCENI IMUNOHISTOCHEMICKEHO BARVENI, STATISTICKA ANALYZA

Hodnoceni imunohistochemického barveni Barrettova jicnu bylo provedeno
semikvantitativni metodou. Exprese vybranych proteinii v tkdni byla hodnocena jako 0
(<5 pozitivnich bun¢k), + (6-10 % pozitivnich bun¢k), ++ (11-25 % pozitivnich bunck)
a+++ (26 % a vice pozitivnich bun€k). Déle byla hodnocena lokalizace pozitivity (jadro,
membrana, cytoplazma). Ke statistické analyze dat byl pouZit software SPSS verze 15
(SPSS Inc., Chicago, USA). Pro porovnani skupin dle pozitivity H2AX a B-kateninu (klon
8E7) byl pouzit Fisheriiv ptesny test s Bonferroniho korekci signifikance. Testy byly

provadény na hlading signifikance 0,05.

4.8.2 VYHODNOCENI EXPRESE MIRNA, RELATIVNI KVANTIFIKACE, STATISTICKA

ANALYZA

Vysledky experimentli jsou prezentovany jako x-t¢€ zmeény exprese genu. Jde
o pomer relativnich expresi gent (relativni exprese vysetfovaného genu v urcitém vzorku
arelativni exprese stejného genu v kalibratoru — v tomto piipadé¢ v normélnim zdravém
epitelu jicnu). Relativni genova exprese je podilem relativni exprese cilového genu
a relativni exprese referen¢niho (housekeepingového) genu. Cislo, které udava fad zmény,
vyjadiuje, kolikrat je relativni exprese cilového genu vétsSi nebo mensi nez relativni
exprese tohoto genu v kalibratoru. VSe lze vyjadrfit vzorcem na Obr. 14, ktery zohlediiuje
1 eficienci qPCR reakce. Vysledky relativni kvantifikace vSech 4 genl byly zpracovany
a konzultovany s biostatistikem. Pro vyjadfeni hladiny p byl zvolen neparametricky
Kruskal-Wallisiiv test s mnohondsobnym porovnanim. Hladina statistick¢é vyznamnosti

byla ur¢ena hodnotou p=<0,05.

C vzorku C alibratoru
relativni (B~ (Ere)

exprese
p (E

) CT vzorku (E ) CT kalibratoru

cilovy cilovy

Obr. 14 Relativni exprese genu je vyjadiena pomérem relativnich expresi genu ve

vzorku a kalibratoru.
ct = ,threshold cycle”; cyklus, kdy amplifikaéni kiivka ptekro¢i fluorescenéni prah umistény do
exponencialni faze reakce; E = eficience qPCR reakce; vzorek = vySetfovana tkan; ref = referencni

(housekeeping) gen; kalibrator = normalni zdravy epitel jicnu
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5 VYSLEDKY

5.1 IMUNOHISTOCHEMICKA STUDIE

Imunohistochemicka studie 91 bioptickych vzorkii BJ ve tiech stadiich progrese
jednoznacéné prokazala akumulaci replikacniho stresu. Postupny nartst hladin y-H2AX od
BJ bez dysplazie, ptes lehkou dysplazii k adenokarcinomu byl statisticky vyznamny
(potvrzeno Fisherovym pfesnym testem s Bonferroniho korekei; Graf 1, Tab. 6). Byla
pozorovana negativni ¢i velmi slabé pozitivni jadra u BJ bez dysplazie a obCasna slaba
pozitivita jader u LGD (Obr. 15). Rozdil mezi y-H2AX barvenim u skupin BJ a LGD byl
statisticky vyznamny (Tab. 6). Nejvyssi hladina y-H2AX byla pozorovana u HGD/EAC.
U HGD/EAC doséhla akumulace y-H2AX v priméru 30 % nadorovych bunék, pricemz jak
u dobfe diferencovanych adenokarcinomtl, tak u nizce diferencovanych byl y-H2AX signal
silny (Obr. 15). Bez ohledu na intenzitu barveni byl pocet pozitivnich HGD/EAC pacientii
statisticky vyS$$i nez u BJ nebo LGD (Tab. 6).



49

Obr. 15 y-H2AX miiZe byt markerem progrese Barrettova jicnu. Imunohistochemické

barveni y-H2AX napfi¢ progresi onemocnéni. U BJ bez dysplazie je y-H2AX negativni (A)
nebo slabé pozitivni (hnédé jaderné fokusy v obrazku B, viz Sipky). BJ s fokalnim
vyskytem LGD (snimky C a D) je bud’ zcela negativni (pfipad C) nebo slab¢€ pozitivni (D).
Ezofagealni adenokarcinom — dobie az stfedné¢ diferencovany (E—G), ¢i nizce
diferencovany (H-I) vykazuje silny y-H2AX signal. Vpravo je vzdy detail ptislusného
obrazku. Zvétseni: 100x (1. a 3. sloupec); 1000x (2. a 4. sloupec).
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Vyhodnoceni IHC barveni y-H2AX u BJ, LGD a HGD/EAC pacientti

80%
Onegativni
60% ~
m+
40% -
m++
20% ~
B+
0% 1 1 ]
BE LGD HGD/EAC
diagnoza

Graf 1 Distribuce y-H2AX pozitivity ve tiech stadiich BJ. Imunohistochemické barveni
bylo hodnoceno nasledovné: <5 % pozitivnich buné€k — negativni; +, 610 % pozitivnich

bunék; ++, 11-25 % pozitivnich bunék; +++, > 26 % pozitivnich bun¢k.

pozitivita y-H2AX: +,++,+++ ++,+++ ++
BJ vs. LGD 0,014 0,444 n/a
BJ vs. HGD/EAC <0,0001 <0,0001 <0,0001
LGD vs. HGD/EAC 0,006 <0,0001 0,001

Tab. 6 Statisticka signifikance rozdili v expresi y-H2AX u riznych stadii BJ.
Statistické vyhodnoceni zahrnovalo Fisheriv piesny test s Bonferroniho korekci. n/a,

nedostupné.
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Aktivni (defosforylovand) forma [-kateninu byla detekovana v cytoplazmé ve
vSech vyvojovych stadiich choroby, avSak jeho membranova lokalizace byla uzce spjata
s EAC. Protilatky rozpoznavajici signalizaci aktivniho [-kateninu nedetekovaly
signifikantni hladiny proteinu v jadie v zddném ze stadii onemocnéni (Obr. 16). Na druhou
stranu byla ve vzorcich tkani pozorovana jak cytoplazmatickd, tak membranova pozitivita.
Fishertiv ptesny test neprokazal statisticky signifikantni rozdily mezi skupinami pacienti.
Nase data také wukazuji, Ze ve skupiné HGD/EAC je membranova pozitivita
defosforylovaného B-kateninu vyznamné vyssi nez u BJ nebo LGD (p=0,001; Fishertv
pfesny test). Dale bylo analyzovano, zda rozdily v cytoplazmatické a membranové
pozitivité¢ B-kateninu koreluji se stupném diferenciace nadoru. FisherGv piesny test to

nepotvrdil.



Obr. 16 Exprese a lokalizace N-terminalné defosforylované (Ser37 nebo Thr41) formy
B-kateninu u BJ s pouzitim mySi protilatky, klon 8E7. Imunohistochemické barveni
vykazuje membranovou a cytoplazmatickou pozitivitu, lokalizace zavisi na stupni progrese
BJ. (A-C) vrstevnaty dlazdicovy epitel snavazujicim cylindrickym epitelem sliznice
Barrettova jicnu vykazuje nizkou (A), stfedni (B) a vysokou (C) hladinu tohoto B-kateninu
v cytoplazmé. Taktéz vzorky BJ s lehkou dysplazii zahrnuji ptiklady s nulovou/nizkou (D),
sttedni (E) nebo silnou (F) cytoplazmatickou pozitivitou. Masivni pozitivita cytoplazmy
byla pozorovana uHGD/EAC (G). V ptipadé dobie (G, H) nebo stfedné (I)
diferencovaného EAC byla pozitivita pozorovana nejen v cytoplazmé, ale také

v cytoplazmatické membrané. ZvétSeni: 100x (detaily 1000x%).
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Obr. 17 Exprese a lokalizace N-terminalné defosforylované (Ser37 nebo Thr41) formy
B-kateninu u BJ s pouZitim krali¢i protilatky, klon D13A1. Byla detekovana jak
cytoplazmatickd, tak membranova lokalizace proteinu (A—C). Prizmaticky epitel sliznice
BJ vykazoval slabou cytoplazmatickou (A), stiedni membranovou (B) a stfedni
cytoplazmatickou (C) pozitivitu B-kateninu. Soubor BJ slehkou dysplazii zahrnoval
vzorky se slabou cytoplazmatickou (D, E) a slabou membranovou (F) pozitivitou. Jeden
pfipad dobte diferencovaného EAC (G) byl negativni, druhy (H) vykazoval slabou jak
cytoplazmatickou, tak membranovou pozitivitu. Sttedné diferencovany adenokarcinom (I)
byl stiedné pozitivni v cytoplazmatické membrané. ZvétSeni: 100x (detaily 1000x).
Vzorky A, C, E, G, H alodpovidaji vzorkim A, C, E, G, H albarvenym klonem
protilatky 8E7 z Obr. 16.
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Obr. 18 Imunohistochemické znaceni celkového B-kateninu s prokazanou pozitivitou

cytoplazmy i plazmatické membrany. (A, B) Prizmaticky epitel sliznice BJ vykazuje
vysoky vyskyt celkového B-kateninu v cytoplazmé i na membrané, taktéz LGD vykazuje
silnou cytoplazmatickou pozitivitu (C, D) a silnou membranovou pozitivitu (C). Robustni
cytoplazmaticka  pozitivita byla pozorovana taktéz udobfe diferencovanych
adenokarcinomil (E, F) a taktéz u stfedn¢ diferencovanych (G) se silnou membranovou
pozitivitou ve vzorcich (F) a (G). Ve vzorku (E) je patrnd velice slabd jaderna pozitivita.
Zvétseni: 100x (detaily 1000x). Vzorky A, D, E, F, and G koresponduji se vzorky A, E, G,
HalzObr. 17.

Postupnd aktivace DDR s progresi BJ by mohla byt konsekvenci exprese
prozanétlivych cytokind ve studovanych tkanich. Na 13 resp. 12 histologickych vzorcich
reprezentujicich BE, LGD i HGD/EAC byla studovana exprese IL-1f a IL-8. Exprese IL-8
byla zvySena u BJ, LGD 1 HGD/EAC; tzn. jak u premaligni, tak i maligni 1éze. Asociace
zvySujici se exprese IL-1P nebyla takto zfejma, avSak ze ziskanych dat je mozno na ni
taktéz usuzovat. U nékterych piipadd BJ byl cytokin IL-1p negativni, avSak pozitivni

v okolni netransformované epitelové tkani (Obr. 19).



55

| ] S ,w “ #

Obr. 19 ZvySena exprese IL-8 u BJ. Vyhodnoceni IL-1B (levy sloupec) a IL-8 (pravy
sloupec) pozitivity zastupci BJ (A-B), BJ slehkou dysplazii (C-D) atii vzorkl
HGD/EAC (E-J). V normalnim dlazdicobunééném epitelu [pravy ramecek v (A)]

s navazujici metaplazii [levy rdmecek v (A)] neni produkce IL-1p detekovana, avSak IL-8
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pozitivni bunky lze nalézt jak v dlazdicovém, tak prizmatickém epitelu [pravy alevy
ramecek v (B)]. Narozdil od IL-1pB, hladina IL-8 je v tkdni tumoru zvySena neustale
a intenzita je nejsilngj$i u dobfe diferencovaného adenokarcinomu (F). ZvétSeni: 100%

(detaily 1000x).

Obr. 20 Kontrolni imunohistochemické barveni. (A) y-H2AX pozitivni jadra bunék mysi
kostni diené 1 hodinu po y-ozafeni davkou 5 Gy (kobaltovy zafi¢, Teragam, Praha, CR);
imunohistochemicka lokalizace aktivniho B-kateninu u kolorektalniho adenokarcinomu —

monoklonalni protilatky 8E7 (B) aDI3A1 (C). Obé protilatky barvi membranu,
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cytoplazmu 1 jadra naddorovych buné¢k (ptiklady pozitivnich jader jsou oznaceny Sipkami).
(D, E) Celkovy B-katenin u kolorektalniho adenokarcinomu (mysi protilatka, klon E-5),
vSechny tfi struktury jsou opét pozitivni. Detekce IL-1B (F) alIL-8 (G) v plicnim

adenokarcinomu. ZvétSeni: 400% (s vyjimkou vzorku A — 1000x).

5.2 MOLEKULARNE-BIOLOGICKA STUDIE

5.2.1 IZOLACE CELKOVE RNA Z MIKRODISEKOVANYCH VZORKU

Koncentrace vyizolované celkové RNA se pohybovala okolo 10 ng/ul, pfi¢emz
eluéni objem takto ziskané RNA po zakoncentrovani na vakuové centrifuze byl cca 20 pl.
Cistota RNA (Az60/A2g0) se pohybovala mezi doporu¢enymi 1,7 — 2,1; nékdy byly hodnoty
absorbanci velmi nizké, proto jejich pomér nebyl vyhodnocovan. Ikdyz u nékterych

vzorki nebyla hodnota Cistoty stanovitelnd, vzorky byly pfesto pouzity.

5.2.2 VYTEZNOST QPCR REAKCE

Na zakladé¢ qPCR experimentd s riznymi koncentracemi RNA byla pro kazdou

miRNA esej ur¢ena ze smérnice kalibra¢ni piimky eficience reakce takto:

ESEJ EFICIENCE ESEJ EFICIENCE
endogenni kontrola studovana miRNA

RNU44 1,978 miR-21 2,059
RNU48 2,137 miR-192 2,024
RNU66 2,035 miR-196a 2,000
RNU6B 2,151 miR-203 1,979

u47 1,981
miR-16 1,836

Tab. 7 Hodnoty eficience qPCR reakce; modra = potenciondlni endogenni kontroly;

oranzova = stanovované miRNA.
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Na zaklad¢ vlozenych dat aplikace geNorm vykalkulovala jako dvé nejstabilnéjsi

endogenni kontroly RNU44 a U47 (Obr. 21, Graf 2). Naopak za nejméné stabilni

housekeepingovy gen ze zvolené skupiny byl stanoven gen pro miR-16.

lﬁﬂ geMorm

B0 30 B2 W F S | 100%

Change Data | RNU44 quant | RNU46 quant = RNUb6 quant  RNUGE quant 47 quant wik 16 quant NDI;I:;;:UDTI
5.80E+01 6.82E-02 6.30E-02 1.34E-01 1.08E-01 1.19E-01 6.17E-02 0.5312
5.90E+01 5.01E-02 5.9TE-02 4.87E-02 5.02E-02 4 27E-02 8.95E-02 0.3341
6.00E+01 4 22E-02 6.22E-02 8.13E-02 9.29E-02 7.24E-02 1.88E-01 0.4873
6.10E+01 8.28E-01 1.12E+00 8.65E-01 1.06E+00 5.39E-01 4 26E-01 4.6176
6.20E+01 1.05E-01 4 54E-02 1.40E-01 1.93E-1 1.45E-01 6.27E-02 0.6221
6.30E+01 6.57E-01 9.09E-01 1.55E400 4.59E-1 1.01E+00 1.51E-01 3.8448
6.40E+01 5.49E-02 2.98E-02 1.86E-01 7.62E-02 1.42E-01 1.17E-01 0.5179
6.50E+01 1.18E-01 2.90E-01 4.09E-01 8.94E-02 2.11E-N 5.60E-02 0.9499
6.60E+01 5.57E-01 9.52E-01 1.13E+00 7.01E-01 8.35E-01 8.84E-01 4.9856
6.70E+01 3.78E-01 2. TOE+00 1.24E+00 9.12E-01 5.27TE-1 1.47E+00 5.9533
6.80E+01 4 40E-01 4 59E-01 6.91E-01 3.59E-01 3. 44E-01 2. T4E-N 2.4819
6.90E+01 2.52E-01 6.80E-01 5.99E-01 5.46E-01 5.32E-01 J.64E-01 2.8526
T.00E+01 3.94E-01 4.85E-01 9.53E-01 5 44E-01 5 40E-01 2.86E-01 2.9870
T 10E+01 4.65E-01 1.06E+00 4.17E-01 2.16E-1 6.38E-01 3.80E-01 2.8526
T.20E+01 9.28E-01 8.76E-01 2.54E+00 1.14E+00 1.28E+00 6.69E-01 6.8188
7-30E+01 3.80E-01 1.37E+00 6.95E-01 8.89E-01 4.18E-01 8.35E-01 42131
7 40E+01 6.35E-01 1.08E+00 6.06E-01 3.26E-01 6.96E-01 2.84E-01 3.3148
T.50E+01 1.81E-01 1.83E-01 3.90E-01 1.91E-01 2.14E-1 1.20E-01 1.2102
7-60E+01 3.30E-02 2.33E-02 6.09E-02 8.04E-02 5.79E-02 2.80E-02 0.2592
7 70E+01 5.06E-01 4 97E-01 8.63E-01 5.58E-01 5.28E-01 1.51E+00 4.1035
T.80E+01 1.58E+00 1.90E+00 1.26E400 1.77E+00 1.13E+00 5.37E-01 7.6615
T.90E+01 1.20E+00 9.40E-01 2.04E+00 1.42E+00 1.24E+00 1.54E+00 8.2345
8.00E+01 1.34E+00 1.65E+00 1.18E+00 1.88E+00 9.38E-01 2. 68E+00 9.1211
8.10E+01 1.00E+00 1.00E+00 1.00E+00 1.00E+00 1.00E+00 1.00E+00 6.0625
M<1.5 0.762 0.938 0.828 0.845 0.879 1.374

Obr. 21 Stanoveni dvou nejstabilnéjSich referen¢nich genii v aplikaci geNorm (zelen¢

je znazornén nejstabilnéjsi gen RNU44, Cervené naopak nejméné stabilni miR-16).
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Graf 2 Stabilita testovanych endogennich kontrol. Z grafu Ize odecist dvé nejstabilné;si

endogenni kontroly (RNU44 a U47), které jsou urCeny nejniz§i primérnou expresni

stabilitou M.
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Graf 3, 4 Ct hodnoty Sesti potencidlnich endogennich kontrol, ct hodnoty dvou
nejstabilnéjSich kontrol RNU44 a U47.

Pozn. k vykyvim velikosti ct hodnot u jednotlivych pacientd dochazi pravdépodobné na podkladu ne vzdy

presného stanoveni koncentrace vychozi RNA, ke kterému miize dojit pfinizkych koncentracich, coz je

ovSem eliminovano relativni kvantifikaci. Z obou grafi je patrné, Ze ct hodnoty vSech kandidatnich gend pro

kazdého jednotlivého pacienta sleduji stejny trend.
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5.2.4 RELATIVNI KVANTIFIKACE GENOVE EXPRESE

V ptipadé miRNA-21 nebyl u pacienti nalezen trend ve zméné exprese této
miRNA v zavislosti na stupni dysplazie, ani nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily
v relativni expresi daného genu ve srovnani s kontrolni tkani — zdravym epitelem jicnu
(p<0,175). Hladiny mikroRNA-192 byly jednoznatné¢ zvysSené ve vSech piipadech
u pacientii v jakémkoli stddiu progrese ve srovnani s kontrolni skupinou. Tato zvySena
exprese byla potvrzena jako statisticky vyznamna (p<0,00001). mikroRNA-196a
vykazovala taktéz vyS$i expresi u pacientskych vzorki, kterd byla rovnéz statisticky
vyznamna (p<0,053). V ptipadé¢ mikroRNA-203 byla jednozna¢né detekovana statisticky

vyznamna podrexprese u vSech pacientll v porovnani s kontrolou (p<0,00001).

5.2.5 KORELACE HLADIN MIRNA S PROGRESI ONEMOCNEN]

Zde bylo dosaZeno statisticky vyznamného vysledku v pfipadé miR-196a, kterd

vykazovala zavislost stoupajici exprese na gradingu onemocnéni s p<0,005.
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5.2.6 STATISTICKE VYHODNOCENI
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Graf 5 Krabicové grafy vyhodnocujici expresi ¢ty vybranych miRNA
v mikrodisekované tkani Barrettova jicnu (Barrettlv jicen diagnostikovany na podkladé
NBI vysetteni, BJ, LGD, HGD/EAC) ve srovnani s kontrolni tkani. Kontrolni tkani byl
vrstevnaty dlazdicovy epitel sliznice jicnu zdravych jedincti, ktefi podstoupili
endoskopické vySetfeni z diivodu jiné diagnézy. Bylo pouZito deset takovych vzorkl
epitelu a tyto vzorky byly spojeny v jeden, aby byla eliminovana biologicka variabilita.
Z grafu jednoznacné vyplyvd, ze umiR-192 a miR-196a dochéazi k narlstu exprese ve
vzorcich pacienti ve srovnani s kontrolni tkdni, naopak umiR-203 byla u pacienti
jednoznacéné prokézéana jeji snizend exprese. V piipadé miR-21 nebyl expresni rozdil mezi

pacienty a kontrolou ptekvapivé statisticky vyznamny.
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Graf 6 Krabicové grafy vyhodnocujici korelaci exprese vybranych miRNA s progresi

onemocnéni v mikrodisekované tkani Barrettova jicnu. Zatimco ptedchozi graf

predstavuje statistické porovnani pacientii jako celku vaci kontrole, vySe uvedené grafy

jsou vyjadienim korelace gradingu onemocnéni s expresnimi profily jednotlivych miRNA.

(1 — Barrettv jicen diagnostikovany na podkladé NBI vySetieni, 2 — BJ, 3 — LGD, 4 —

HGD/EAC). Z grafu je patrné, Ze tato pozitivni korelace byla nalezena v ptipadé¢ miR-

196a.
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6 DISKUZE

Pocatky studia kazdé choroby zahrnuji podrobnou morfologickou charakterizaci
postizené tkané nasledovanou studiem expresnich profilti transformovanych bunék na
urovni nukleovych kyselin a proteini a porovnani téchto vysledkli se zdravou kontrolni
tkani. Tyto informace jsou neopomenutelné a vysoce cenné, protoze umoziuji navazat na
né¢ funkénimi studiemi, které zmény expresnich profilti objasni z hlediska mechanizmi,
kterymi k nim doslo. Jakkoli to mlze znit nadnesené, tato konsekvence experimentd je
cestou vedouci k nalezeni vhodné a u¢inné terapie, je vSak tfeba uvazit, Ze vysledky studii
jsou aplikovatelné v dlouhodobém horizontu, nebot’ studie jsou vysoce ¢asove i financné
narocné.

Tak jako u ostatnich onemocnéni, Barrettlv jicen, jeho vznik a progrese, kterd
miZe vést aZz kezofagedlnimu karcinomu, vzbuzuji usili vysvétlit, na jakych
mechanizmech a principech je cely proces transformace sliznice jicnu zaloZzen. Mohou
vyvstat argumenty, Ze jen velmi malé procento pacientli s Barrettovym jicnem dospéje
béhem svého Zivota k samotnému adenokarcinomu, existuje vSak silny protiargument, Ze
podil EAC v zépadni spole¢nosti kontinualné nartista, procento pétiletého pieziti je mensi
nez 20 % a kvalita zivota pacientd je zpravidla dosti neuspokojiva (Blot et McLaughlin,
1999; Reed, 1999; Sant et al., 2009). Ziskani validnich vysledki funkénich studii, které je
nutné dokonale navrhnout, je dlouhy proces a aplikace téchto vysledkii do klinické praxe
otazkou mnoha let. V soucasné¢ dobé je proto dllezité soustfedit se na vCasny zachyt
onemocnéni Barrettovym jicnem, umét odhalit u pacienti miru rizika hrozici bunécné
transformace, tyto pacienty vice sledovat azaroven vyuzit jejich bioptické vzorky
a nashromazdit co nejvice genetickych a proteomickych informaci o transformovanych
bunikach ezofagealniho epitelu. Transformace postizenych bunck v metaplastickou,
dysplastickou a findln¢ v maligni tkan je vysledkem selhani vlastnich kontrolnich
mechanizmi, které odvraceji riziko chybné transkripce a nasledné translace v organizmu
kazdy den nescetnékrat. Je zfejmé, Ze kazda tkan ma tuto schopnost omezenou, v piipadé
Barrettova jicnu byva tato schopnost u vétSiny pacientti zachovana po cely zivot (i u téch
rizikovych desitky let). U nékterych pacientd rizikové faktory (jejichz ucinky se nescitaji,
ale nasobi) pro vznik onemocnéni pfevazi a trvale narusi kontrolu bunééného cyklu a high-
grade dysplazie ¢i dokonce ezofagealni karcinom se unich vyvine. Jednim znejvice
diskutovanych rizikovych faktorti v pfipadé onemocnéni Barrettovym jicnem je Zivotni

styl. Jevi se to jako fraze, ale je neoddiskutovatelnym faktem, Ze stravovaci navyky dnesni



64

populace jsou mnohdy naprosto nevyhovujici. Jde o mnozstvi a kvalitu jidla, ale neméné
také o zpusob a kulturu jeho konzumace.

Vyvoj ezofagealniho adenokarcinomu je prototypem tumorigeneze asociované
s chronickym zanétem a skutecné se zda, ze tento zanct (GERD, gastroezofagealni refluxni
choroba) spolu s dal$imi negenetickymi rizikovymi faktory (hidtova hernie, obezita —
pacienti s pfitomnosti viscerdlniho tuku, koufeni, alkohol) hraje klicovou roli ve vyvoji
preneoplastické 1éze — Barrettova jicnu, a také v jeho progresi do malignity (O Riordan et
al., 2005; Colleypriest et al., 2009; Reid et al., 2010). Kontinualni drazdéni vrstevnatého
dlazdicového epitelu kyselym obsahem Zaludku indukuje nédhradu tohoto epitelu za epitel
cylindricky, ktery je sice méné mechanicky odolny, avSak rezistentni vic¢i nizkému pH
prostiedi. Spojitost diagnoézy BJ a GERD byla znama jiz v sedmdesatych letech 20. stoleti
(Burges et al., 1971).

Je znamo, Ze markery DDR jsou béZzn¢ aktivované v premalignich 1ézich, kdy jsou
bunky tkan& (pravdépodobné vlivem onkogenll) vystaveny replikacnimu stresu, vlivem
kterého na DNA vznikaji dvouvldknové zlomy (Bartkova et al., 2005; Gorgoulis et al.,
2005). DDR signalizace funguje jako tumor-supresorova bariéra chranici ptred progresi do
pln€¢ maligniho stavu (Bartkova et al., 2005; Bartek et al., 2007). y-H2AX je citlivym
a specifickym markerem DDR, akumuluje se v bunice velice rychle aje klicovou
molekulou aktivace kontrolniho bodu bunééného cyklu indukovaného poskozenim DNA
(Celeste et al., 2002; Fernandez — Capetillo et al., 2002). DDR asociované markery (v¢etné
v-H2AX) byly nedavno popsany u BJ (slaba pozitivita, ktera narista se stupném dysplazie)
(von Holzen et al., 2010). V nasi studii byla v pribéhu progrese onemocnéni pres BJ, low-
grade dysplazii (LGD) do high-grade dysplazie/(EAC) sledovana akumulace
fosforylovaného histonu y-H2AX u 91 pacientd s jednoznacné pozitivni korelaci. Pti
hledéani dalSich faktorti znamych pro indukci DDR a zaroven angazovanych v progresi BJ
byla na vybrané podskupiné pacientli otestovana piitomnost aktivniho [-kateninu.
Literatura uvadi, Ze jaderna akumulace aktivni formy B-kateninu (klicového proteinu Wnt
signaliza¢ni dréhy) je signifikantné spojena s ptechodem BJ v LGD (Bian et al., 2000).
Avsak nase experimenty s protilatkou rozpoznévajici N-termindlné hypofosforylovany -
katenin (klon 8E7) (van Noort et al., 2007) tuto skute¢nost nepotvrdily a nukledrné
akumulovana forma nebyla detekovana. U pfechodu LGD do HGD byla publikovana
postupna ztrdta membranové pozitivity B-kateninu (Seery et al., 1999). Nase data ukazuji
naopak signifikantné zvySenou pozitivitu membrany ve skupiné HGD/EAC pii barveni

klonem 8E7. Toto pozorovani je pfinejmensim zvlaStni, nebot’ membranovou lokalizaci
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aktivniho B-kateninu Ize experimentalné indukovat ektopickou expresi E-kadherinu (Maher
et al., 2009). Nicmén¢ progrese mnoha typi malignit je vice charakteristickd ztratou E-
kadherint, nez jejich zvySenou produkci (Jeanes et al., 2008). V soucasné dob¢ postradame
pro pozorovany jev vysvétleni. Na druhou stranu kontrujeme faktem, Ze rozdily
v imunohistochemickém barveni aktivniho B-kateninu mohou byt ovlivnény vybérem
primarni protilatky (van Noort et al., 2007). My sami jsme neuspeésné pouzili dal$i dva
zdroje primarnich protilatkek. Proto zni logicky ovéfit dalsi markery Wnt signalni drahy,
nez bude uc€inén definitivni zavér.

Kromé onkogennich stimulantii, které zpusobuji nahodnou proliferaci a aktivuji
DDR dréhu, je zndmo, Ze k indukci a zachovani DDR pfispiva zanétlivad signalizace
v mikroprosttedi (Acosta et al., 2008; Bartek et al., 2008) a sekrece zanétlivych cytokint
muze byt naopak aktivovana DDR drdhou (Bartek et al., 2008; Rodier et al., 2009). Bylo
také dokumentovano, ze chronicky zanét a jeho signalizace v butice (aktivovana mimo jiné
cytokiny IL-1B aIL-8) miize mit podil na maligni transformaci BJ (O'Riordan et al.,
2005). Pozorovali jsme, Ze zatimco hladina IL-1f rostla s progresi onemocnéni, hladina IL-
8 byla konstitutivné zvySend. Zaroven bylo prokazano, Ze genetické zmény spojené
s premalignimi stadii BJ (v€etn€ Wnt signalizace) nejsou schopny vyvolat vysokou DDR
a prozanétliva signalizace pfispiva k aktivaci DDR dréhy v prib&hu progrese onemocnéni.
Ijind diive publikovana prace tika, ze aktivace NF-xB a zanétlivych molekul hraji
dalezitou roli v progresi BJ do adenokarcinomu (O'Riordan et al., 2005). Zda se tedy, ze
chronicky zanét a signalizace zprostfedkovana prozanétlivymi plsobky maji schopnost
nemoc nejen vyvolat, ale participovat také na jeji progresi, kterd miZze vyustit az
v ezofagedlni adenokarcinom. Ztéchto fakti vyplyva, ze vysledky expresnich
a proteomickych studii mohou vést v budoucnu kcilené terapii a stejné tak, jako
O’Riordan se svymi kolegy, i naSe skupina prokazala, Ze interleukiny IL-1p a IL-8 by se
mohly stat pfedmétem terapeutického zajmu.

Jedna zptednich skupin genii, na které se souCasnd molekularni biologie
soustfed’uje, jsou geny pro mikroRNA, a to piedevsim diky svému potencialu regulovat az
30 % genové exprese v organizmu, coz predstavuje tisice gend vSech genovych rodin (Lim
et al,, 2003; Lewis et al., 2005). Protoze ziskat n¢kolik desitek bioptickych vzorki
Barrettova jicnu v kratkém Casovém intervalu je Spatné realizovatelné, nabizi se moznost
ziskat dostate¢né mnozstvi tkané z archivu parafinovych blokl, ktery se nachazi na
kazdém pracovisti patologie. Je samoziejmé, Ze tkané zalité do parafinu podstoupily pro

ucely molekularni biologie pomérné neSetrny zplsob zpracovédni, avSak v ptipadé
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mikroRNA jsou tyto experimenty realizovatelné, coz dokazuje fada relevantnich odkazli na
literaturu a portfolio chemikalii a technologii, které umoznuji FFPE bloky pro tyto ucely
zpracovat (Specht et al., 2001; Abrahamsen et al., 2003; Doleshal et al., 2008; Siebolts et
al., 2009; Nonn et al., 2010). mikroRNA maji také vyhodu ve své délce — cca 20
nukleotidli, protoikdyz je RNA v parafinovém bloku procesem zpracovani
fragmentovana, tyto useky jsou zhruba 100 bp dlouhé a miRNA tedy pln¢ detekovatelné.

Jak bylo popsano vyse, at’ jde o nadorovou, dysplastickou ¢i metaplastickou tkan,
tento soubor bunc€k je heterogennim systémem, u metaplastické tkan¢ jde velmi casto
o izolovana loziska. Tato skutecnost vyvolava otdzku potencialni kontaminace a mozného
zkresleni ziskanych vysledkl expresnich studii. Pro dosaZeni co mozné nejvétsi presnosti
a pro selekei ,,zddanych* bun€k od bunék ,,balastnich* byva proto volena technika laserové
mikrodisekce (LCM), poprvé zavadéna v devadesatych letech 20. stoleti (Monajembashi et
al., 1986; Emmert — Buck et al., 1996; Liu, 2010), kterd znamenala vyrazné zptesnéni
molekularné-biologickych analyz (Fend et Raffeld, 2000; Webb, 2000). LCM je elegantni
metodicky pfistup, presto je nutno v praxi individualné fesit mnoho technickych problému
spojenych s pfilnavosti tkan€ k nosici (podlozni sklo, PET membrana), v ptipad¢ malych
vzorkl tkdn€ jde Casto o odlupovani okrajovych ¢asti preparatu, které jsou mnohdy bohaté
na zadany bunéény material. Je nutné optimalizovat nejvétsi moznou tloustku fezu, kterou
je laser schopen profezat s ohledem na uspokojujici vytézek nukleové kyseliny nebo
proteinu. Je také potieba nabyt zkuSenosti se studiem architektury tkané€, ktera musi byt
pred vlastni mikrodisekci absolutné vysuSend (vlivem toho ztmavne a stava se Spatné
rozpoznatelnou).

Vybér konkrétnich miRNA pro studium karcinogeneze Barrettova jicnu byl
podpofen stavajici imunohistochemickou studii exprese interleukini, byly studovany
databaze miRNA (mirbase.org, microrna.org) a vytipovany mikroRNA, které by mohly
ovliviiovat dulezité geny procesu transformace epitelu. Déle byla studovana literatura
avysledny vybér miRNA souvisel srecentnimi odkazy uvadéjicimi nad a podexpresi
konkrétnich mikroRNA u malignit traviciho traktu. Na zéklad¢ vSech téchto poznatkl byly
stanovovany tyto konkrétni miRNA: miR-21, miR-192, miR-196a, miR-203. Existuji prace
pojednavajici o expresi mikroRNA v tkdni Barrettova jicnu, avSak obvykle jde o srovnani
pouze jednoho urcitého stadia onemocnéni s kontrolni tkani a studie jsou provedeny na
malém souboru pacientd (Maru et al., 2009; Yang et al., 2009; Wijnhoven et al., 2010).

.....

uchovévaji a zpracovavaji.
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Je znamo, Ze maligni onemocnéni jsou charakteristicka deregulaci miRNA profild,
pro n¢kterd onemocnéni jsou dokonce vysoce charakteristické deregulované specifické
miRNA (Calin et Croce, 2006). Deregulace miR-196a je spojovana s karcinomem
pankreatu a prsu, stejné¢ tak jako u nékterych nadort zazivaciho traktu. Szafranska se
svymi kolegy publikovala vroce 2008 praci, vniz pojednava o miR-196a, kterd by
v kombinaci s miR-217 mohla slouzit pro separaci maligni od benigni tkan& pankreatu.
Dale bylo publikovéano, Ze u relativné dlouho ptezivajicich pacientii (24 mésicli) hladiny
miR-196a negativné koreluji s prezitim (Bloomston et al., 2007). Stejn¢ jako Mathé et al.
vroce 2009, inaSe skupina zjistila, Ze miR-196a je vice exprimovanad u pacientl
s Barrettovym jicnem v jakémkoli stddiu ve srovnani s kontrolou. V tomto ptipad¢ byla
zaznamenana také korelace s progresi onemocnéni. Navic ve srovnani se studii Maru et al.,
2009 (11 parafinovych bloktll), nase skupina tento vysledek prokazala na podstatn¢ vétSim
poctu pacientli (71). V pfipadé miR-21 jsou nase vysledky rozporuplné. V nedavné dobé
bylo publikovano, Ze existuje Sest solidnich tumort (plice, prsa, zaludek, prostata, tlusté
sttevo, pankreas), kde je hladina této miR jako jedina zvySend (Kumarswamy et al., 2011).
ZvySenou expresi miR-21 u kolorektalniho karcinomu popsal také Slaby et al., 2007. miR-
21 byla také popsdna jako nezdvisly prognosticky faktor kolorektdlniho karcinomu
(Schetter et al., 2009). Feber a kolegové popsali v roce 2008 nartst exprese miR-21 u BJ
1 EAC, coZ naSe vysledky neukazuji. V pfipadé miR-203 autofi publikovali sniZenou
expresi u EAC, stejné jako my. Saini a jeho kolegové v roce 2011 popsali miR-203 jako
antimetastatickou. I naSe vystupy hovoii pro to, Ze miR-203 jevi charakteristiku tumor-
supresoru (Luzna et al., 2011). Oproti naSemu poctu probandi provedl Feber své
experimenty pouze na polovicnim poctu pacientll (35) a vzorky nebyly mikrodisekovany.
Ke stejnému zavéru jako Feber (pro miR-21 a miR-203) doSel Mathé et al. v roce 2009,
kdy srovnaval expresni profily vybranych miRNA u EAC a SCC s okolni nenddorovou
tkani. U pacientii s EAC popsal zvySené hladiny miR-192, coz jsme potvrdili také.

Bé&hem recenzniho fizeni vyvstala z redakce Casopisu Diagnostic Pathology otazka,
zda byla soucasti nasich experimentd konsekvence vzorkl vSech stadii Barrettova jicnu od
jednoho pacienta. Zde je nutné konstatovat, ze odbér bioptickych vzorka probihd pomoci
moderni obrazové techniky (tzv. NBI) s funkci pfiblizeni (zoom) suspektnich oblasti, tudiz
v piipad¢ nalezu jakékoli rizikové 1éze je indikovan zakrok — tzv. radiofrekvencni ablace,
kdy dojde k fizen¢ nekrdze cylindrického epitelu elektrickym proudem o vysoké frekvenci,

pfi¢emz tento je u pacienta piirozen¢ nahrazen ptivodnim dlazdicovym.
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Vétsina studii mapujicich genovou expresi nevyhodnocuje data jako absulutni,
nybrz relativizuje je vuci tzv. vnitini (endogenni) kontrole. Diky tomu lze kvantifikovat
geny 1u velmi malych koncentraci vstupni RNA, nebot’ toto stanoveni se ve vysledku
stava na koncentraci nezavislé. Nonn et al., 2010 pouzili pro kvantifikaci svych miRNA
dvé endogenni kontroly RNU44 a RNU48. Jde o malé jadérkové RNA, které jsou pro
relativni kvantifikaci vhodné svou délkou. Néktefi autofi pouzivaji pro relativizaci pitimo
konkrétni miRNA (Maru a kolegové pouzili miR-16), jejichz exprese vSak musi vykazovat
ve vSech vzorcich nalezitou stabilitu. Wong et al., ve své metodické ptirucce (Endogenous
Controls for Real-Time Quantitation of miRNA Using TagMan® MicroRNA Assays)
(Applied Biosystems/Life Technologies; Carlsbad, CA, USA) popisuje endogenni kontroly
vhodné pro normalizaci miRNA dat s dirazem na jejich peclivy vybér a provéfeni jejich

expresnich profild, coz vedlo 1 nas k vybéru dvou ze Sesti takovych kandidatnich kontrol.
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7 ZAVER

. Podafilo se potvrdit, Ze zanétlivé faktory hraji dilezitou roli v rozvoji Barrettova
jicnu 1jeho progrese, ktera mlize vyustit az v ezofagealni adenokarcinom, piicemz

role IL-1P je postupna s progresi, zatimco hladina IL-8 je zvySend jiz od pocatku.

. Nepodatilo se prokazat transkripcni tlohu aktivniho (defosforylovaného) B-kateninu
asociovanou s progresi onemocnéni, coZ bylo ovéfeno dvéma riznymi

monoklondlnimi protilatkami na stejnych vzorcich tkane.

= Fosforylovany histon y-H2AX by mohl byt potencidlnim diagnostickym markerem
progrese onemocnéni Barrettovym jicnem, jeho vyskyt je téméf vyhradné asociovan
s high-grade dysplazii/adenokarcinomem jicnu, pficemz zanélivé faktory nemayji

takovou kapacitu, aby vyvolaly DNA damage response v ranych stadiich choroby.

. U tii ze ¢tyf studovanach miRNA byly detekovany zmény exprese ve srovnani
s kontrolni tkani; v pfipadé miR-192 a miR-196a jde o zvySenou expresi, u miR-203
o sniZenou expresi, z ¢ehoZ lze usuzovat, ze miR-192 a 196a maji v tomto ptipadé

charakter onkogenti, zatimco miR-203 tumor-supresoru.

. Mira exprese miR-196a koreluje se stupném dysplazie onemocnéni, miize byt proto

potencidlnim markerem progrese.

. Vysledky jsou unikatni rozsahem studovaného souboru (91 pacientd -—
imunohistochemicka analyza y-H2AX, 71 pacienti — profil miRNA), vzorky
reprezentuji vSechna staddia progrese onemocnéni, expresni studie je optimalizovana
zavedenim metody laserové mikrodisekce a na vzorcich zalitych do parafinu, které

jsou snadno dostupné a uchovatelné.

Perspektivy dal§iho vyzkumu

Tato dizertacni prace je dikazem provazanosti nékolika biomedicinskych oborti a do
budoucna se stava podkladem pro feSeni dalSich védeckych projektd pfi odhalovani Glohy

miRNA v piirozenych procesech v buiice.
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8 SEZNAM ZKRATEK

53BP1 p53 vazajici protein 1 (p53-binding protein 1)

A absorbance

ATM ataxia telangiectasia mutovany protein (ataxia telangiectasia mutated
protein)

ATP adenosintrifosfat

ATR ataxia telangiectasia a Rad3-pfibuzny protein (ataxia telangiectasia

and Rad3-related protein)

BC bunécny cyklus

BJ Barrettilv jicen

bp pary bazi (base pair)

BRCAI gen 1 rakoviny prsu (breast cancer 1 gene)

BRCA?2 gen 2 rakoviny prsu (breast cancer 2 gene)

CLL chronicka lymfocytarni leukémie

ct threshold cycle; cyklus, kdy amplifikaéni kiivka piekroci
fluorescen¢ni prah umistény do exponencialni faze reakce

CT pocitacova tomografie (computer tomography)

DAB" 3,3'-diaminobenzidin”

Dcl-1 Dicer-like 1 gen

DDR odpovéd’ na poskozeni DNA (DNA damage response)

DEPC diethylpyrokarbamat

dH,O destilovana voda

DNA deoxyribonukleova kyselina

DNA-PK na DNA zavisla protein kinaza

dNTPs dinukleotidtrifostaty

DSBs dvouvlaknové zlomy (double-strand breaks)

dsRBD dvouvldknova RNA-vazajici doména (double-stranded RNA-binding
domain)

dTTP deoxythimidintrifosfat

E eficience

EAC ezofagealni adenokarcinom

EtOH ethanol



FFPE

GERD

Go

G

G

H2AX
HGD/EAC
Hox geny
hsa

IL

IC
LCM
let-7
LGD
lin-4
LOH

MDCI1

mRNA
miRNA
MM
mmu
MREI11
NBI
NBS1
MNR
NO
oncomiR
p

PCR
PET
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formalinem fixované, do parafinu zalit¢ (formalin fixed paraffin
embedded)

gastroezofagealni refluxni choroba (gastroesophageal reflux disease)
bod bunécného cyklu (gap 0)

bod bunééného cyklu (gap 1)

bod bunééného cyklu (gap 2)

histon H2AX

high grade dysplazie/adenokarcinom

geny urcujici zakladni strukturu a orientaci organizmu

Homo sapiens

interleukin

infracerveny

laserova zachytnd mikrodisekce (laser capture microdissection)
jedna z tradi¢nich mikroRNA

low grade dysplazie

jedna z tradi¢nich mikroRNA

ztrata heterozygotnosti (loss of heterozygozity)

expresni stabilita

mitoza

aktivator kontrolnich bodl bunécného cyklu pii posSkozeni DNA
(mediator of DNA damage checkpoint protein 1)

medidtorova RNA

mikroRNA

master mix

Mus musculus

jeden z opravnych proteinti u dvouvldknovych zlomi na DNA
endoskopicka technika vizualizace tkan¢ (narrow band imaging)
jeden z opravnych proteinti u dvouvldknovych zlomi na DNA
nuklearni magneticka rezonance

oxid dusnaty

onkogenni mikroRNA

hladina vyznamnosti

polymerazova fetézova reakce (polymerase chain reaction)

polyethylentereftalat



P13

PIKKSs

poly-A
pre-miRNA
PSA

qPCR

RADS50, RADS1
RISC

RNA
ROS
RT
RT
RTU

SCC
TE
UTR
uv

v-H2AX

fosfatidylinositol 3-kindzy

fosfatidylinositol 3-kindza-ptibuzné kinazy

polyadenyl

prekurzorova mikroRNA

prostaticky specificky antigen

kvantitativni PCR

opravné proteiny dvouvldknovych zlom na DNA

tlumivy komplex

complex)

indukovany RNA (RNA-induced

ribonukleova kyselina

reaktivni kyslikové Castice (reactive oxygen species)

pokojova teplota (room temperature)

reverzni transkripce

ptipraven k okamzitému pouziti (ready to use)

syntéza

dlazdicobunéény karcinom (squamous cell carcinoma)

TRIS-EDTA

netranslatovany region (untranslated region)

ultrafialovy

parova odchylka

fosforylovany H2AX
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silencing
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